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RESUMO

A cepa de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, isolada em campos petroliferos
do Nordeste Brasileiro, produziu um biosurfactante do tipo ramnolipideo, quando
cultivada em glicerol como fonte de carbono e nitrato de aménio como fonte de
nitrogénio. Uma relagdo carbono-nitrogénio (C/N) elevada (55) resultou na maior
producao de ramnolipideos (3,9 g/L) (expressos em ramnose). Nestas condi¢cdes o
rendimento em relagdo a biomassa (Ypx) foi de 1,45 g/g e o rendimento em relagao
ao glicerol adicionado (Yp/s) foi de 0,37 g/g. A presenga de ramnolipideos reduziu a
tensdo superficial do meio de cultura, depois da centrifugagdo para remogao das

células, para 27,3 mN/m.

As propriedades fisico-quimicas do biosurfactante presente no meio de cultura livre
de células foram examinadas por tensiometria e pelo indice de emulsificacdo do
tensioativo contra diferentes compostos apolares (gasolina, diesel, tolueno e
querosene). O biosurfactante apresentou excelentes propriedades tensioativas, com
uma baixa concentracao micelar critica (CMC 13,9 mg/L), sendo capaz de produzir
emulsdes dos hidrocarbonetos testados com elevada estabilidade apds 24 h (E=60-
86%) e que se mantém estaveis (E=55 a 70%) por no minimo 30 dias.

A estrutura da porgao carboidrato do ramnolipideo foi determinada por CG-MS
aliada a espectroscopia de massa com ionizagdo por electrospray (ESI-MS) e
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D, 2D *C, 'H . Os acidos
graxos hidroxilados foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-MS) como ésteres metilicos acetilados. Os resultados
correspondentes a determinacgao estrutural da mistura de ramnolipideos mostraram
que P. aeruginosa UFPEDA 614, nas condi¢cdes de cultivo deste trabalho, produziu
uma mistura de ramnolipideos, onde cada monoramnolipideo possui 0 seu homdlogo
diramnolipideo, perfazendo um total de 12 homodlogos, que incluem
monoramnolipideos (6) Rha-C1p-C19, Rha-C10-Cs, Rha-Cg-C19, Rha-C+o-C12:1, Rha-
C10-C12 € Rha-C42-C1g e diramnolipideos (6) Rhaz-C1-C1p, Rhaz-C1o-Cg Rhaz-Cs-Cip,
Rhaz-C10-C12:1, Rhay-C12-C1p € Rhaz-C1o-C12. As técnicas analiticas utilizadas neste
trabalho propiciaram a completa elucidacdo da composicdo do biosurfactante

produzido por P. aeruginosa UFPEDA 614, contribuindo para futuros
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desenvolvimentos de aplicagdes de biosurfactantes produzidos por esta e por outras

cepas nativas brasileiras.

Palavra-Chave: Ramnolipideos; Pseudomonas aeruginosa, biosurfactantes
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ABSTRACT

A strain of Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 isolated from a petrochemical
plant of Northeast Brazil produced a rhamnolipid biosurfactant when cultivated on
glycerol as the sole carbon source and ammonium nitrate as the nitrogen source. A
carbon to nitrogen ratio of 55 resulted in the highest concentration of rhamnolipids
(expressed in terms of rhamnose) in the culture broth, 3.9 g/L. Under these
conditions, the yield in relation to biomass (Ypx) was 1.45 g/g while the yield in
relation to the glycerol added (Yp/s) was 0.37 g/g. The presence of the rhamnolipids
reduced the surface tension of the culture broth, after centrifugation to remove the
cells, to 27.3 mN/m, as determined by tensiometry. Serial dilutions of this culture
broth gave a critical micellar concentration of approximately 14 mg/L. The culture
broth was able to produce stable emulsions of various hydrocarbons with
emulsification index values of 60 to 80% after 24 h and 55 to 70% after 30 days. The
maximum emulsification index, of 86.4%, was obtained with toluene after 24 h. The
structure of the carbohydrate moiety of the glycolipid was determined by GC-MS
analysis allied to electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) and nuclear
magnetic resonance (NMR) 1D, 2D ®C, 'H spectroscopy. The hydroxyl fatty acids
were analyzed by gas chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) of hydroxy-
acetylated fatty acid methyl esters (HAFAME) derivatives. The positions of the fatty
acids in the lipid moiety were variable, with 12 homologues namely six mono-
rhamnolipids (Rha-C4o-C19, Rha-C4¢-Cg, Rha-Cg-C19, Rha-C40-C12:1, Rha-C4,-C4¢ and
Rha-C10-C+2) and six di-rhamnolipids (Rhaz-C1-C+0, Rhay-C1o-Cs, Rhaz-Cs-C1p, Rhay-
C10-C12:1, Rhaz-C12-C1o and Rha,-C4p-Cq2). This work therefore resulted in the
complete characterization of the biosurfactante produced by P. aeruginosa UFPEDA
614, and lays the basis for the development of applications of biosurfactants

produced by this and other native Brazilian rhamnolipid-producing strains.

Keywords: Rhamnolipids; Pseudomonas aeruginosa, biosurfactants
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1. INTRODUGAO

1.1. CARACTERIZAGCAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria deles,
disponivel comercialmente, € sintetizada a partir de derivados de petroleo.
Entretanto, o crescimento da preocupagcdo ambiental entre os consumidores,
associado as novas legislagdes de controle do meio ambiente levaram a procura por
surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (Nitschke e Pastore,
2002). Assim, biosurfactantes produzidos por microrganismos - bactérias, fungos ou
leveduras - vém recebendo consideravel interesse nos ultimos anos devido a sua
natureza biodegradavel, baixa toxicidade e diversidade de aplicagdes. Dentre as
aplicagbes comerciais dos biosurfactantes estd a recuperacdo melhorada de
petréleo (microbial enhanced oil recovery, MEOR), a biorremediacdo de solos
contaminados com petroleo e seus derivados, a formulagao de lubrificantes, além
das diferentes utilizagbes na industria de quimica fina, farmacéutica e de alimentos.
Uma outra importante propriedade dos biosurfactantes é a sua capacidade de
apresentar atividade biolégica como antifungicos e antibiéticos, e que ainda néao
estdo plenamente conhecidas (Mukherjee et al., 2006).

No caso do género Pseudomonas, os biosurfactantes sdo produzidos na
forma de uma mistura de compostos homodlogos, que determinam as suas
propriedades tensioativas e atividades bioldgicas, e que por sua vez, irdo definir as
possibilidades de aplicagcdo do biosurfactante. A composicao da mistura de
homologos depende de alguns fatores, sendo os mais importantes a cepa utilizada e

0s meios e condi¢des de cultura.
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Dentro deste contexto, este trabalho estudou a produgdo de ramnolipideos
por uma nova cepa de Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 614) isolada em campos
petroliferos do Nordeste Brasileiro, usando o glicerol como principal fonte de
carbono e determinando-se a composicdo molecular e estrutural da mistura de
homodlogos, a fim de estabelecer uma possivel relacdo estrutura-funcéo desses

compostos com suas propriedades fisico-quimicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biosurfactantes e Microrganismos Produtores

Os biosurfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porgao
hidrofobica e uma porgédo hidrofilica, produzidos extra ou intracelularmente por
microrganismos - bactérias, fungos ou leveduras - durante o processo de
fermentacdo, com a finalidade de facilitar a difusdo passiva de substancias
insoluveis em agua, como por exemplo, hidrocarbonetos, para o interior da célula.
Sao biodegradaveis, nao téxicos e podem ser produzidos in situ (por inoculagao do
préprio microrganismo no local de atuagcdo do biosurfactante) ou extra situ, por
adicdo do biosurfactante previamente produzido em outro local (Perfumo et. al.,
2006; Mulligan, 2005; Makkar e Cameotra, 1997; Carrilo et al., 1996).

Os biosurfactantes sao classificados de acordo com a sua composi¢ao
quimica e origem microbiana. As principais classes incluem uma grande variedade
de estruturas, como glicolipideos, lipopeptideos, complexos de polissacarideos ou

proteinas, fosfolipideos, acidos graxos e lipideos neutros (Figura 1).
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Os biosurfactantes possuem uma estrutura comum: uma porcao hidrofobica,
usualmente composta por cadeia hidrocarbénica de um ou mais acidos graxos, que
podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligada a uma porg¢ao
hidrofilica, que pode ser um carboidrato, aminoacido, um grupo peptideo ciclico,
fosfato, carboxilato ou alcool (Tabela 1) (Mulligan, 2005). Desta forma, cada familia
de biosurfactantes pode apresentar propriedades e fungdes fisiologicas diferentes,
sendo que a maioria € constituida por por¢des hidrofilicas e hidrofébicas distintas
(Sanchez et al., 2006; Christofi e lvshina, 2002).

Uma variedade de microrganismos produz potente agente de superficie ativa,
biosurfactantes, sendo os mais comumente estudados os pertencentes ao género
Pseudomonas e Bacillus. Biosurfactantes variam nas propriedades quimicas e
tamanho molecular. Enquanto os surfactantes microbianos de baixa massa molar
sdo em geral glicolipideos, os de alta massa molar sdo heteropolissacarideos ou
complexos glicoprotéicos.

A Tabela 1 apresenta exemplos de biosurfactantes produzidos por

microrganismos.



Tabela 1. Principais tipos de biosurfactantes produzidos por microrganismos

TIPO DE BIOSURFACTANTE

MICRORGANISMO PRODUTOR

Glicolipideos

Trealose micolato

Micolatos de mo, di e trisacarideos

Ramnolipideos

Soforolipideos

Diglicosil diglicerideo

Fosfolipideos e acidos graxos

Lipopeptideos e Lipoproteinas
Serrawetina
Gramicidina
Polirnixinas

Subtilisina e Surfactina
Lichesina

Surfactantes Poliméricos

Emulsan e Biodispersan
Liposan

Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus ruber
Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium phlei
Mycobacterium fortitum
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium paraffinicum
Rhodococcus erytropolis
Corynebacterium diphtheriane
Mycobacterium smegatis
Pseudomonas spp.
Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola
Torulopsis petrophilum,
Torulopsisapicola,

Candida spp.

Lactobacillus fermentii
Arthrobacter spp.
Corynebacterium spp.
Rhodococcus erythropolis

Candida spp.
Corynobacterium spp.
Micrococcus spp.
Acinetobacter spp.
Talamyces trachyspermus
Penicillium spiculisporum
Thiobacilus thiooxidans
Aspergillus spp.
Corynebacterium insidiosum
Corynobacterium alkanolyticum
Rhodotorula glutinus
Rhodotorula graminus
Capnocytophaga spp.

Serratia. marcenscens
Bacillus brevis

Bacillus polymyxas
Pseudomonas rubescens
Thiobacillus thiooxidans
Gluconobacter cerinus
Agrobacterium tumefaciens
Streptomyces sioyaensis
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Arthrobacter sp.

Bacillus pumilis

Arthrobacter calcoaceticus RAG-1
Arthrobacter calcoaceticus A2
Arthrobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Saccharomyces cerevisiae
Candida petrophilum

23
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Tabela 1. Principais tipos de biosurfactantes produzidos por microrganismos (Continuagao)

TIPO DE BIOSURFACTANTE MICRORGANISMO PRODUTOR

Surfactantes Poliméricos Endomycopsis lipolytica
Candida tropicalis
Shizonella melanogramma
Ustilago maydis
Candida antartica T-34 e KCTC 7804
Pseudomonas spp
Debaryomyces polymorphus

Adaptada: Santos (2003), Christofi e lvshina (2002), Lang (2002), Mulligan et al. (2001).

O interesse por biosurfactantes esta baseado na gama de propriedades
funcionais que estes compostos possuem que por sua vez dependem da
composicdo da mistura. Além de serem n&o-toxicos ou de baixa toxicidade e
biodegradaveis, a diversidade enorme destes compostos torna-os interessantes para
a aplicagdo em diversas areas, principalmente no controle da poluicdo por
compostos oleosos, na producdo de compostos quimicos, no uso como aditivos para
remediagdo ambiental, e no uso como agente de controle bioldgico (Soberdn-
Chavez et al., 2005; Lang e Wullbrandt, 1999). Estas aplicagdes serao discutidas em

detalhes em 2.6.

2.2. Estrutura dos Ramnolipideos

Ramnolipideos constituem a classe de Dbiosurfactantes produzidos
principalmente por espécies do género Pseudomonas, dentre as quais se encontra
P. aeruginosa, que € uma bactéria encontrada em diferentes habitats, como a agua,
solo, tecidos animais e vegetais, podendo ser um patégeno humano oportunista,
causador de sérias infecgdes hospitalares (Lyczak et al., 2000).

S&o produzidos como uma mistura de homodlogos, que somente mais
recentemente tiveram a sua composicao esclarecida. A composicdo da mistura
depende das condigdes de cultura, (composi¢cao dos substratos, pH, temperatura),
da idade da cultura e das linhagens utilizadas.

A producdo de ramnolipideos por P. aeruginosa foi relatada primeiramente
por Jarvis e Johnson (1949). Nesse trabalho, que utilizou a acetilagao e oxidagao por
periodato, e a cepa P. aeruginosa 141 crescida em glicerol e peptona, demonstrou-
se a presencga da ligagao glicosidica do B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato a duas

moléculas de L-ramnose. Entretanto, o tipo de ligagdo entre os dois agucares so6 foi
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elucidada mais tarde por Edwards e Hayashi (1965), que, utilizando a metilagdo, e
oxidagao por periodato, demonstraram que a ligagao era do tipo 1,2.

O primeiro diramnolipideo (Rhax-C10-C19) foi identificado quando P.
aeruginosa S7B1 foi cultivada em hidrocarbonetos de cadeia C4 a Cg (Hisatsuka et
al., 1971), enquanto o monoramnolipideo (Rha-C1o-C+o) foi isolado de culturas de P.
aeruginosa KY4025 cultivadas em n-alcanos (ltoh et al., 1971).

Mais tarde, outros dois ramnolipideos, Rha-Cqo € Rhaz-C1o com apenas uma
unidade de pB-hidroxidecanoato foram detectados ao final do experimento com
células em descanso de P. aeruginosa DSM 2874 por Syldatk et al." citado por
Nitschke et al., 2005.

A partir dai, muitos trabalhos foram publicados sobre a producédo de
ramnolipideos por cepas de Pseudomonas e sobre o estudo da composicdo da
mistura e suas propriedades fisico-quimicas (Tabela 2). Note-se que os trabalhos
citados na Tabela 2 nem sempre tiveram os mesmos objetivos ou utilizaram
metodologias suficientemente sofisticadas para permitir a elucidacao completa da
composi¢cao da mistura. Dos citados na Tabela 2 estdo os trabalhos de Parra et al.
(1989) e Syldatk et al. (1985).

Tabela 2. Composicdo e propriedades fisico-quimicas de ramnolipideos produzidos por
espécies do género Pseudomonas

Cepa Tipo de TS TI CcMmC Referéncias
Ramnolipideo (mN/m)  (mN/m) (mg/L)

Pseudomonas RL misturas 32,8 12 108,8 Haba et al., 2003a
aeruginosa 47712
Pseudomonas Rha,-C1o-C1g 28,8 ND 105,0 Abalos et al. 2001
aeruginosa AT10
Pseudomonas RL misturas © 27,3 ND 234 Abalos et al. 2001

aeruginosa AT10

Pseudomonas RL misturas ° 26,8 ND 150 Abalos et al. 2001
aeruginosa AT10

Pseudomonas RL misturas 24,0 1,31° 120 Benincasa et al.
aeruginosa LBI 2004

! Syldatk, C.; Lang, S.; Matulovic, U.; Wagner, F. Production of four interfacial active rhamnolipids
from n-alkanes or glycerol by resting cells of Pseudomonas species DSM 2874. Z. Naturforsch. 4v.
40c, p. 61-67, 1985
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Tabela 2. Composicdo e propriedades fisico-quimicas de ramnolipideos produzidos por
espécies do género Pseudomonas (Continuacio)

Cepa Tipo de TS TI CMC Referéncias
Ramnolipideo (mN/m)  (mN/m) (mg/L)

Pseudomonas Rha-C1o-C1g 25,0 0,2° 1M1 Parra et al. 1989
aeruginosa 44T1
Pseudomonas Rha,-C1o-C1g 25,0 1,0% 1M1 Parra et al. 1989
aeruginosa 44T1
Pseudomonas sp. Rha-Cio-Cqo + 26,0 <1,0° 20 Parra et al. 1989
44T1 Rha,-C19-C1o
Pseudomonas SP. RL mistura 28,0 <1,0° 20 Syldatk et al.
DSM2874 1985
Pseudomonas SP. Rha,-C1o-C1g 27,0 <1,0° 10 Syldatk et al.
DSM2874 1985
Pseudomonas SP. Rha,-C4o 30,0 <1,0° 200 Syldatk et al.
DSM2874 1985
Pseudomonas SP. Rha-Cyq 25,0 <1,0° 200 Syldatk et al.
DSM2874 1985
Pseudomonas Rha-C4p-Cqg + 31,0 ND 53 Mata-Sandoval et
aeruginosa UG-2 Rha,-Co-C1g al. 2001

contra querosene, b — contra hexadecano, ¢ — Rha-C44-C4g + Rha,-C4o-C4o + Rha-C4o-C2 + Rha-Cy.4-
Cio + Rha-Cy,., + Rha-Cg-C, , d- Rhay,-C4o-C4y + Rha-C4g-C4g + Rha,.C4g-C42 + Rha-C4p-C4, + Rha-
C12;1-C10 + Rha-Cs;z, e Rha-Cm-Cm; Rha-Cm-Cs; Rha-Cg-Cm; Rha—C10—C12;1; Rha—C12—C10; Rha—C10—C12;
Rhay-C10-C1o;, Rhaz-C1o-Cg; Rha-Cg-Cio; Rhaz-Cip-Ciz:4; Rha-Cy2-Cio; Rhaz-Cyo-Coy, RL -
ramnolipideos, TS — tensao superficial, TI — tensao interfacial, CMC — concentragdo micelar critica.
ND- nao determinado. FONTE: Nitschke et al, 2005; Soberén-Chavez, 2005; Déziel et al. 2000.

Atualmente, confirmou-se que os dois grupos principais de ramnolipideos
produzidos por P. aeruginosa em culturas liquidas como parte de mistura de
ramnolipideos sdo o monoramnolipideo Rha-C4-C1o € 0 diramnolipideo Rhay-C+o-
C1o (Soberon-Chavez et al.,, 2005; Mata-Sandoval et al., 2001; Maier e Soberon-
Chavez, 2000). Esses compostos sao constituidos, respectivamente, de uma ou
duas unidades de ramnose ligadas a uma ou duas unidades de acido [-
hidroxidecanoato de diferentes comprimentos, podendo conter ou nado duplas
insaturacgdes. As varias combinagbes desses grupos geram uma grande variedade
de possiveis misturas de ramnolipideos.

Os métodos usados na identificagdo dos ramnolipideos sao de crucial
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importancia na elucidagado das estruturas e geralmente envolvem inicialmente uma
separagado cromatografica das misturas em varias fragdes por cromatografia em
camada delgada, seguidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Essas fragbes semi-purificadas sao entao analisadas por espectrometria de massa,
e mais frequentemente por “fast atom bombardment ionisation” (FAB) (Déziel et al.,
2000).

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massa
(HPLC/MS) permitiu identificar mais de 28 homodlogos da mistura de ramnolipideos
produzidas por P. aeruginosa 57RP quando cultivadas em manitol e naftaleno. Os
homologos identificados possuiam acidos graxos de diferentes comprimentos (Csg,
C10, C12), e alguns acidos graxos com duplas insaturagées (Cq2.1) (Déziel et al.,
1999).

Haba et al. (2003)b conseguiram isolar e identificar por HPLC/MS mais de 11
homdlogos produzidos por P. aeruginosa 47712 quando cultivada em residuos de
Oleo de frituras. Os homodlogos presentes possuiam acidos graxos de diferentes
comprimentos (Cs, C1o, C12), € alguns acidos graxos com duplas insaturagées (C12:1
e Cis1).

Embora os métodos usados para isolar e caracterizar quimicamente forneca
excelentes informacdes da estrutura dos diferentes ramnolipideos, ha que se
considerar que eles podem dar informacgdes incompletas do perfil das misturas, pois
alguns homodlogos podem perder-se durante as varias etapas de purificacdo

requeridas.

2.3 Propriedades dos Ramnolipideos

As propriedades fisico-quimicas das misturas de ramnolipideos estao
mostradas na Tabela 2. O interesse recente por biosurfactantes, principalmente os
ramnolipideos, deve-se as suas propriedades tensioativas e emulsionantes, por
meio das quais promovem a solubilizacdo de substratos hidrofébicos, principalmente
hidrocarbonetos como os n-alcanos (Singh et al., 2007; Mulligan, 2005). Se a
composi¢cao da mistura de ramnolipideos for elucidada, a contribuigcdo individual de
cada um dos homologos nas suas propriedades fisicas pode ser estabelecida, sendo
possivel obter uma mistura com propriedades desejaveis para usos especificos
(Sanchez et al., 2006).
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Os indicadores mais largamente utilizados para medir a atividade surfactante
sao os parametros tensdo superficial, tensédo interfacial e a concentragao micelar
critica (CMC). As tensdes superficial e interfacial referem-se ao posicionamento das
moléculas nas interfaces ar/liquido e liquido/liquido respectivamente, com uma
orientagao especifica também conhecida como adsor¢dao. A CMC é definida como a
maxima concentracao de surfactante com propriedades tensioativas onde, a partir
dessa concentracao, inicia-se a formacgao de micelas, que conferira as propriedades
de detergéncia e solubilizagcdo ao composto (Figura 2). Em concentragdes acima da
CMC, o tensioativo aumenta a solubilidade de compostos organicos cuja
solubilidade em agua é baixa (i.e., 0 composto organico é incorporado no interior da
micela); contudo, a tensdo superficial e a interfacial da solucdo permanecem
constantes. Esse parametro indica se o biosurfactante € um bom redutor de tenséo
superficial, e quanto menor € o valor de CMC, maior a eficiéncia do biosurfactante
(Mulligan, 2005; Christofi e Ivshina, 2002).

A cMC

? o&?/—go Solubilidade

Propriedade . 50 S -
Fisica Tensao Superficial

Tensao Interfacial

o
Concentragao de Tensoativo

Figura 2. Diagrama esquematico da variagéo da tensao superficial, interfacial e solubilidade

do composto organico com a concentragao do tensioativo. Fonte: Adaptada Mulligan (2001).

Os ramnolipideos sédo capazes de reduzir a tenséo superficial da agua de 72
mN/m para 25 a 30 mN/m e tensao interfacial 6leo/agua de 43 mN/m para valores

menores que 1 mN/m, apresentando concentracdo micelar critica (CMC) de 10 -200
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mg/L (Tabela 2).

As propriedades surfactantes variam de acordo com a composicdo e a
distribuicdo de cada homoldégo produzido, e sao determinadas pela espécie
bacteriana, condi¢des de cultura e a composicao do meio (Haba, et al., 2003a,
Déziel et al., 2000). A relagdo entre os homdlogos, a presenga de duplas
insaturagdes, o comprimento da cadeia alquilica e o tamanho da cadeia hidrofilica
podem afetar as propriedades fisicas do biosurfactante.

Um anel de L-ramnose confere maior hidrofilicidade ao ramnolipideo,
enquanto carbonos adicionais a cadeia de acido graxo ou maior numero de
insaturagdes aumentam sua hidrofobicidade. Alguns autores sugerem que, quanto
maior a cadeia de acidos graxos e mais insaturados forem, maior a chance destas
moléculas agregarem-se em micelas, diminuindo a CMC, quando comparadas a
misturas de ramnolipideos ricos em acidos graxos saturados (cadeia C4o) (Nitschke
et al., 2005).

A predominédncia de mono ou diramnolipideos e a sua relagdo com as
propriedades fisico-quimicas da mistura ndo estao bem esclarecidas, mas algumas
evidéncias podem ser observadas. Por exemplo, os diramnolipideos do tipo Rha,-
C10-C10 geralmente apresentam uma CMC mais baixa (5 mg/L), devido a presenca
de duas moléculas de agucar; em contrapartida, alguns monoramnolipideos, como
Rha-C10-C+o por exemplo, podem apresentar valores de CMC de 40 mg/L, enquanto
os Rha-C4y e Rha,-C4p apresentaram uma CMC de 200 mg/L (Nitschke et al., 2005,
Lang, 2002).

Note-se, entretanto, que os resultados das propriedades em funcdo da
composi¢ao da mistura variam bastante.

Mata-Sandoval et al. (1999) encontraram em misturas de ramnolipideos de P.
aeruginosa UG2 cultivadas em 6leo de milho, ricas em Rhay-C1o-C12 € Rhaz-C1-Cio,
valores de CMC de 37 mg/L e tensado superficial de 36 mN/m, e em misturas com
alto conteudo de Rhay-C+0-C1, valores de CMC de 53 mg/L e tensao superficial de
31 mN/m.

Haba et al. (2003a) relataram uma mistura de ramnolipideos contendo 18,95% de
acidos graxos insaturados (C12:1 € C44:1) , com tens&o superficial de 32 mN/m e uma
CMC de 108,8 mg/L, valores estes maiores do que as misturas contendo apenas

acidos graxos saturados. Similarmente, Benincasa et al. (2004) relataram a mistura
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de ramnolipideos contendo 31% de acidos graxos insaturados com uma CMC de
120 mg/L e tenséao superficial de 24 mN/m.

Uma outra caracteristica importante dos biosurfactantes € o balango hidrofilico-
lipofilico (BHL), que é conferido pela composi¢cao da mistura. BHL € uma expressao
numeérica relativa da atragcado simultdnea do emulsificante pela agua e pelo d6leo, cujo
valor informa a solubilidade do emulsificante em o6leo ou agua. Em geral, as
moléculas com baixo BHL sao lipofilicas, enquanto as de BHL alto sdo mais soluveis
em agua (Christofi e Ivshina, 2002). A Tabela 3 ilustra as aplicagdes de tensioativos

nao-ibnicos com diferentes valores de BHL.

Tabela 3. Usos sugeridos para tensioativos ndo-idnicos em relagdo aos valores de BHL

(balanco hidrofilico-lipofilico)

BHL USOS
<3 Filmes de superficie
3-6 Emulsificantes agua em dleo (a/o)
7-9 Espalhamento de liquidos em superficies sdlidas
8 -15 Emulsificantes 6leo em agua (o/a)
13 -15 Detergentes
15-18 Solubilidade

Fonte: Christofi e Ivshina, 2002.

Outra propriedade dos ramnolipideos esta relacionada com a sua habilidade
de emulsificar hidrocarbonetos e estabilizar emulsées, que €& traduzida pelo
parametro indice de Emulsificacédo (E), que é medido pelo percentual da altura da
camada emulsionada pela altura total do liquido. Emulsées de n-alcanos, como
petréleo bruto, querosene, Oleos de oliva e coco foram estabilizadas por
ramnolipideos, mostrando uma perda de 5 a 25% da estabilidade depois de 24 h,
dependendo da fonte de carbono (Patel e Desai, 1997). Haba et al., (2003a)
relataram que os sobrenadantes de culturas obtidas de diferentes géneros de
Pseudomonas foram capazes de formar emulsdes com o querosene, que
permaneceram estaveis por mais de trés meses.

Uma outra propriedade de biosurfactantes, especialmente de lipopeptideos do
tipo Surfactina, e em menor grau para ramnolipideos diz respeito a atividade

biolégica destes compostos. Atividades antifungicas, antibacterianas foram
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reportadas para diversas misturas de ramnolipideos (Benincasa et al., 2004; Haba et
al., 2003b; Abalos et al., 2001).

2.4. Biossintese de Ramnolipideos

A biossintese dos ramnolipideos € um processo complexo que envolve varias
enzimas, cujo entendimento pode levar a uma melhor compreenséo dos fatores que
contribuem para a produgdo da mistura destes compostos em cepas de
Pseudomonas.

A biossintese de ramnolipideos baseia-se numa sequéncia de trés reacdes
(Figura 3). A primeira reagao envolve a sintese de novo do acido graxo, na qual a
enzima responsavel pela sintese dos acidos graxos é ramnosiltrasferase A - RhIA.(
E.C. 2.4.1.159). A segunda reacao € catalisada pela ramnosiltransferase B — RhIB,
que utiliza a timidina-difosfato-L-ramnose (dTDP-L-ramnose) como doadora e o j-
hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato, = (HAA) como aceptor, produzindo o
monoramnolipideo. A ultima reacdo envolve uma outra ramnosiltransferase C —
RhIC, que é responsavel pela sintese do diramnolipideo. Os genes que codificam a
biossintese, regulagdo e indugdo da RhIB estdo organizados em um grupo operon
denominado rhIABRI, que se localiza no cromossomo de P. aeruginosa. Os genes
envolvidos na codificacdo da RhIC, entretanto, ainda ndo se encontram devidamente
caracterizados (Soberon-Chavez et.al., 2005).

Para a sintese da por¢ao acgucar do biosurfactante, inicialmente a dTDP-L-
ramnose é sintetizada através de uma série de reagbes enzimaticas, que consistem
na conversao da D-glucose-1-fosfato via dTDP-glucose, dTDP-4-ceto-6-deoxi-D-
glucose, e dTDP-4-ceto-6-deoxi-L-manose (Figura 3). Essas conversbes sé&o
catalisadas em P. aeruginosa pelo grupo génico rml agrupado em um operon
(rmIABCD) (Soberon-Chavez et al., 2005).

A sintese dos acidos graxos dos ramnolipideos diverge da biossintese dos
acidos graxos de P. aeruginosa em nivel da redugao aceto-acil (Campos-Garcia et
al., 1998). A enzima responsavel pelos precursores dos acidos graxos dos
ramnolipideos € chamada RhIG (B-cetoacil-ACP redutase) e o doador de elétrons
NADPH. A RhIG esta especificamente envolvida na producdo de ramnolipideos e
também na sintese dos polihidroxialcanoatos (PHAs). Recentemente, Bredenbruch

et al. (2005) reportaram que a RhIG também estaria envolvida na produgédo da
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proteina transportadora de grupo acila—(ACP), que € precursora dos acidos graxos
e na sintese de homoserina lactonas (HAQs).

Os PHAs sao compostos de reserva armazenados na forma de granulos
intracelulares por muitas bactérias. Em P. aeruginosa estes granulos sao
encontrados na forma de polimeros de B-hidroxidecanoato. O acido mais abundante
encontrado em PHAs é o B-hidroxidecanoato (C1o), € € também o acido graxo mais
encontrado nos ramnolipideos e nos HAAs. Os PHAs sé&o sintetizados pela
polimerizagdo do p-hidroxiacidos catalisados pela PhaC (polihidroxialcanoatos
sintetases), com a coenzima-A ligada a acidos graxos como substratos (Figura 3).

Inicialmente, a sintese do B-hidroxidecanoato, catalisada pela FabH (acetil-
CoA-ACP transacetilase) requer o grupo acetili do acetil-CoA e a proteina
transportadora malonil-ACP para formar o acetoacetil-ACP. Na etapa subseqtiente
ocorre a condensacao do malonil-ACP com acil-ACP catalisadas pelas FabB e FabF
(B-cetoacil-ACP-sintase | e Il), respectivamente. O segundo passo, o B-ceto-éster
formado no primeiro passo, € reduzido para B-hidroxiacil-ACP. Essa reagao é
catalisada pela FabG (B-cetoacil-ACP redutase) e o doador de elétrons NADPH. O
terceiro passo do ciclo é catalisado por uma FabA ou FabZ (B-hidroxiacil-ACP
desidratase). O quarto e ultimo passo é a redugao do trans-2-enoil-ACP para acil-
ACP, pela acédo da Fabl (enoil-ACP redutase), de novo, o NADPH é o doador de
elétrons (Campos-Garcia et al., 1998).

Como mostrado na Figura 3, a cada volta do ciclo, o composto resultante é
alongado em uma unidade acila. Quando o B-hidroxidecanoato é finalmente
sintetizado ele é reduzido pela acdo da RhIG , de forma similar a reacao catalisada
pela FabG na produc¢ao de B-hidroxiacidos.

A PhaB (B-cetoacil-CoA redutase) é responsavel pela etapa de redugao na
producdo dos p-hidroxiacidos. O p-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (HAA)
formado servira entdo como substrato para produg¢do do monoramnolipideo pela
acao da RhIB, responsavel pela transferéncia dTDP-ramnose para o HAA. O
monoramnolipideo produzido pode ainda ser adicionado de mais uma ramnose pela

acgao catalitica da RhIC, gerando o diramnolipideo (Santos, 2003).
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Figura 3. Biossintese de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa. Adaptada de
Campos-Garcia et al., (1998), Maier e Sobéron-Chavez (2000), Soberén-Chavez et al.,
(2005).
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2.5. Produgcdo de Ramnolipideos Por Pseudomonas aeruginosa em

Fermentagao Submersa (FS)

Para a producao de biosurfactantes em larga escala é necessario investigar,
algumas etapas preliminares fundamentais: selecdo de cepas e eventual
melhoramento genético, parametros fisico-quimicos e nutricionais e numa ultima
etapa, a estratégia de fermentacao, que permita o escalonamento do processo € a
solucdo de eventuais problemas inerentes a manipulagdo e produgdo do
microrganismo e seus produtos (Santos, 2003, Lang e Wullbrandt, 1999).

Abordaremos a seguir apenas os parametros fisico-quimicos e nutricionais
relativos a fermentacao.

Quando se planeja a formulagcédo de um meio de cultivo para produgédo de
biomassa ou metabdlito secundario por um microrganismo selecionado, varios
elementos que compdem ou caracterizam esse meio de cultivo devem ser
considerados (Nitschke et al., 2005: Santos, 2003). Entre estes parametros estao as
fontes de carbono, nitrogénio e os ions multivalentes, e outros (pH, temperatura,
forga ibnica, oxigénio dissolvido, micro elementos e qualidade da agua) relacionados
com a composicdo do meio de cultivo.

A literatura aponta uma ampla diversidade de fontes de carbono utilizadas
para producdo de ramnolipideos por diferentes cepas de Pseudomonas (Tabela 4).
Fontes de carbono soluveis em agua como glicerol, glucose, manitol e etanol foram
usadas na producdo de ramnolipideos. Entretanto, resultados mais expressivos
foram obtidos em fontes insoluveis como n-alcanos e 6leos vegetais.

Por exemplo, Wullbrandt et al® citado por Lang e Wullbrandt (1999), utilizando
o Oleo de soja, relataram a maxima concentragdo de ramnolipideo de 78 g/L e 112
g/L. Entretanto, os textos originais que trazem estes resultados foram publicados em
livros aleméaes de circulacgao restrita e de dificil obtencdo, o que somado aos valores
bem inferiores obtidos por todos outros autores em publicacbes em periddicos de

grande confiabilidade, acabam por comprometer a credibilidade destes resultados.

2 Wullbrandt D.; C. Giani, J.; Mixich, M.; Kunz, K.M.; Rapp, K.M.; Vpgel, M. L-rhamnose durch
fermentation phanzlicher Ole. IN: DECHEMA (ed) Kurzfassugen der 23. Jahrestangung der
Biotecnolologen, Frankfurt. DECHEMA. (3s), 1994.
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Matsufuji et al®., citados por Nitschke et al., (2005), (Tabela 4) realizaram
fermentagcdes em batelada alimentada com P. aeruginosa IFO 3924 utilizando o
etanol como fonte de carbono, e ao final de sete dias obtiveram 32 g/L de
ramnolipideos. Porém, os autores observaram que teores maiores que 3% de etanol
apresentavam alta toxicidade a bactéria.

Diferentes fontes de carbono tém sido utilizadas para a producdo de
ramnolipideos por P. aeruginosa, mas parece que ha uma necessidade de se
manter uma limitagdo da fonte de nitrogénio (alta relagcdo C/N) para a melhor
producao do biosurfactante. Guerra-Santos et al. (1984), em um estudo de produgao
de ramnolipideos em fermentagcdo continua, utilizando glucose como fonte de
carbono, mostraram que a fonte de carbono € consumida para a multiplicacéo
celular e consequente incremento na biomassa, enquanto que a limitacdo de
nitrogénio estimula a formacgao de ramnolipideos.

Em relagédo as fontes de nitrogénio, a cepa P. aeruginosa € capaz de utilizar
tanto fontes organicas e complexas, como sais inorganicos. A fonte de nitrogénio é
essencial para a sintese de proteinas estruturais e enzimas, e, portanto,
fundamental para o crescimento celular e a manutencdo da maquinaria enzimatica
(Santos, 2003). A producdo de ramnolipideos é inibida pela presenca de NH4",
glutamina, asparagina, arginina e promovida pelos ions NOg3’, glutamato e aspartato
(Soberén-Chavez et al., 2005).

O uso de NOg3™ foi encontrado como melhor fonte de nitrogénio para produgao
de ramnolipideos (Arino et al., 1996; Manresa et al., 1991; Venkata e Karanth, 1989;
Robert et al., 1989).

Como afirmado anteriormente, a sintese de ramnolipideos esta associada a
limitagdo de nitrogénio (Soberén-Chavez et al., 2005; Manresa et al., 1991; Venkata
e Karanth, 1989; Guerra-Santos et al., 1984). A possivel explicagao para o fato de P.
aeruginosa sintetizar maiores quantidades de ramnolipideos em condi¢des limitantes
de nitrogénio tem por base algumas evidéncias ja conhecidas. A porta de entrada do
nitrogénio no metabolismo do carbono é o ion glutamato, que é formado por
aminacao redutiva do a-cetoglutarato. Existem dois mecanismos bioquimicos pelo
quais isso pode ocorrer. Em condicdes de abundancia de NH,*, essa reacéo

acontece em um unico estagio, catalisado pela glutamato desidrogenase (E.C

3 Matsufuji, M.; Nakata, K.; Yoshimoto, A. High production of rhamnolipid by Pseudomonas aeruginosa
growing on ethanol. Biotechnol. Lett., v. 19, p. 1213-1215, 1997.
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1.4.1.4) para formar o glutamato. O outro mecanismo & um processo de dois
estagios, onde a glutamina é o intermediario, ocorrendo em condi¢ées onde a
concentracdo de NH4" é baixa. Esse segundo mecanismo leva as células a usarem
energia livre a partir da hidrélise da adenosina trifosfato (ATP), onde a glutamina
sintetase (E.C. 6.3.1.2) assimila a ambnia. Com base nesse metabolismo classico,
pode-se sustentar uma possivel associacdo da sintese de ramnolipideos por
condigbes limitantes de nitrogénio. Dessa forma, supondo uma escassez de NH,",
onde a via glutamina sintetase é ativada, promoveria consequentemente, uma
demanda adicional de ATP, e a célula se veria obrigada a reorientar seu
metabolismo de forma a atender a sintese de ATP, o que equivaleria a aumentar o
consumo de fontes de carbono e abrir mdo de reservas energéticas
(polihidroxialcanoatos) (Santos, 2003).

Tendo em vista o exposto, a relagdo carbono/nitrogénio (C/N) torna-se uma
variavel importante na otimizacdo do meio de cultivo para producdo de
ramnolipideos, afetando a produgéo de biomassa e de ramnolipideos podendo variar
bastante em fungao dos pares de fontes de carbono e nitrogénio utilizados (Santos,
2003). Maximos de producédo de ramnolipideos foram observados com o uso de
razdes de C/N entre 16:1 e 18:1 (Desai e Banat, 1997), enquanto Haba et al. (2000)
obtiveram uma maior producdo de ramnolipideos com a relagdo C/N 8:0 com 6leos
de fritura como fonte de carbono e NaNO3; como fonte de nitrogénio. Por outro lado,
Arino et al. (1996) obtiveram uma maior produgdo de ramnolipideos utilizando
relacdo C/N de 67:1 (2,1 g/L) com (NH4).SO4 e de 16:1 (5,8 g/L) com NaNO; e
glicerol (30 g/L) e Santa Anna et al., 2002 reportou maior produc¢ao de ramnolipideos
com uma relacdo de C/N 60:1 (3,16 g/L), utilizando NaNO3; e o glicerol. Neste
trabalho, a maior producado de ramnolipideos (3,9 g/L) foi encontrada utilizando-se a
relagdo C/N 55, com (NH4),SO4 como fonte de nitrogénio e fonte de carbono o
glicerol (30 g/L).

A limitagcdo de cations multivalentes também esta associada ao aumento da
producao de ramnolipideos (Soberén-Chavez, et al., 2005). A limitagao de alguns
cations (Mg," Ca*?, K*, Na* e elementos tracos) resultou em aumento da produgao
de ramnolipideos por P. aeruginosa DSM 2659 (Guerra-Santos et al., 1986), o que
também ocorreu quando se limitou o ion Fe?* (Soberén-Chavez, et al., 2005;

Nitschke et al., 2005). A limitacdo de fosfato na produgcédo de ramnolipideos, resultou



37

em aumento de 4 a 5 vezes na produtividade especifica em comparacdo com a
limitagdo de nitrogénio (Chayabutra et al., 2001).

Outros parametros como temperatura, pH, agitacado, disponibilidade de
oxigénio também sao fundamentais na produgao de ramnolipideos.

Guerra-Santos et al. (1984) observaram um elevado aumento de
ramnolipideos com a cepa Pseudomonas sp. quando valores de pH entre 6 e 6,5
foram utilizados, e um decréscimo acentuado com valores acima de pH 7,0. Um
aumento significativo na produgédo de ramnolipideos foi observado em culturas de P.
aeruginosa UG2 quando foi usado valores de pH préximos da neutralidade.

Valores de temperatura entre 28 e 37° C sdo apontados na literatura como
parametros que podem variar de acordo com a cepa de P. aeruginosa (Déziel et al.,
2000, Mata-Sandoval et al., 1999;; Desai e Banat, 1997; Arino et al., 1996; Robert et
al., 1989).

Tabela 4. Producdo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa em Fermentacao
Submersa

Cepa Fonte Ramnolipidec  Referéncias
carbono

P. aeruginosa DSM glucose 2,25¢g/L Reiling et al. 1986
P. aeruginosa © glicerol 3,16 g/L Santa Anna et al. 2002
P. aeruginosa LBI Oleo de nozes 9,90 g/L Costa et al. 2006
P. aeruginosa LBI soapstock® 12,0 g/L Benincasa et al. 2002
P. aeruginosa LBI soapstock 11,7 g/L Nitschke et al. 2005
P. aeruginosa b Oleo de peixe 22,7 g/L Lee et al. 2004
P. aeruginosa IFO 3924 etanol 32,0 g/L Matsufuji et al. 1997
P. aeruginosa Ul 29791 oleo de milho 46,0 g/L Linhardt et al. 1987
P. aeruginosa DSM7108 Oleo de soja 78,0 g/L Lang e Wullbrandt, 1999
P. aeruginosa DSM7107 Oleo de soja 112,0 g/L Lang e Wullbrandt, 1999

@ P. aeruginosa isolada de agua de lavagem de pogos de petréleo do Nordeste do Brasil.
® P. aeruginosa isolada de agua do mar da Coréia.
¢ subproduto obtido a partir do residuo do refino do éleo de soja bruto.
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2.6. Aplicagoes dos Ramnolipideos

A Tabela 5 apresenta as diversas possibilidades de aplicacdo dos

biosurfactantes.

Tabela 5. Biosurfactantes e ramos industriais de aplicacao

RAMO APLICAGCAO FUNCAO DO BIOSURFACTANTE
INDUSTRIAL
Petréleo Recuperacao Reducdo da viscosidade de o6leos, recuperacao de
Melhorada de Oleo residual
Petréleo (MEOR)
Desemulsificante Desemulsificacdo de emulsdes, solubilizacao,
reducdo da viscosidade, agente umectante
Ambiental Biorremediagao Emulsificagao de hidrocarbonetos, agente
sequestrante de metais
Remediacao Emulsificacdo por aderéncia ao hidrocarboneto,
Soil washing, dispersante, agente de espuma, detergente
Soil flushing
Bioldgico Ingrediente Interacdo com lipideos, proteinas e carboidratos,
funcional agente protetor.
Microbiologia Comportamento fisiolégico como mobilidade celular,
comunicacgao celular
Farmacéutica Antibacteriana, antifungica, antiviral, agentes
penetrantes e umectantes
Agricultura Biocontrole Facilita mecanismos associados ao microrganismo
como parasitismo, competicio, resisténcia sistémica
induzida e hipoviruléncia
Emulsificantes, agentes de espuma, solubilizadores,
Cosmética umectantes, agentes de limpeza

Fonte: Adaptada Singh et al. (2007)
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Em relacdo as aplicagdes industriais, uma que se destaca € a recuperacao
melhorada do petrdleo (microbial enhanced oil recovery - MEOR). A MEOR consiste
em uma tecnologia que utiliza microrganismos ou produtos de seu metabolismo para
a recuperacao de 6leo residual. Os microrganismos produzem biosurfactantes que
reduzem a tensdo superficial oleo-rocha, diminuindo as forgas capilares que
impedem a movimentacdo do oOleo através dos poros da rocha, possibilitando um
aumento da recuperacao do 6leo. No mesmo processo, os biosurfactantes também
auxiliam na emulsificacdo e na quebra dos filmes de 6leo das rochas (Singh et al.,
2007).

A aplicacdo de biosurfactantes em processos MEOR envolve duas técnicas:
a) in situ, onde microrganismos produtores de biosurfactantes s&o introduzidos no
reservatorio, com a adigado de nutrientes adequados ao seu crescimento, e b) extra
situ, onde o biosurfactante é produzido na superficie, isolado, purificado e injetado
no reservatério. Das duas técnicas, a que apresenta menos problemas de aplicacéao,
embora seja mais cara, é a extra situ, uma vez que na técnica in situ o ambiente de
crescimento do microrganismo € considerado microbiologicamente agressivo, ou
seja, altas pressdes e temperaturas, valores de pH extremos, forga ibnica elevada e
competicdo com microrganismos endogenos, requerimento e disponibilidade de
substratos e condigbes anaerdbicas (Banat et al., 2000).

Um exemplo da eficiéncia de diferentes biosurfactantes utilizados em MEOR, em
testes de laboratério, esta apresentado na Tabela 6. Verificou-se a maior remogao
de Oleo (cerca de 18% a mais) para o processo com biosurfactantes em um menor
tempo de agdo dos compostos em relagdo ao controle (média de 38 h a menos),

onde foi adicionada apenas agua.
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Tabela 6. Efeito da adicdo de biosurfactantes na recuperacao de 6leo (MEOR) em escala

laboratorial

Biosurfactante Tempo (horas) Remocao de dleo

(%)

Controle 114 81

Soforolipideo 75 97

Ramnolipideo 77 94

Trealose 6-6’dimicolato 71 93

Celobiose 79 99

Fonte: Muller-Hurting et al. (1993),

Os ramnolipideos também podem ser utilizados no processo de
biorremediacdo. A biorremediagdo caracteriza-se como uma tecnologia limpa e de
baixo custo, que permite a recuperacéo de locais contaminados pela estimulagdo do
crescimento de microrganismos nativos, que possuem capacidade de degradar o
oleo, convertendo substancias complexas em moléculas mais simples ou volateis,
promovendo a degradacao dos contaminantes adsorvidos ao solo (Ang et al., 2005).

Na biodegragdo de contaminantes organicos, o efeito da adicdo de
ramnolipideos tem sido vastamente estudado. Shreve et al., Zhang e Miller®, citados
por Mulligan, (2005) e relataram que a concentracdo de 300 mg/L de ramnolipideos
aumentou a degradacdo do octadecano para 20%, produzindo CO, e agua
(mineralizagdo) comparada a 5% do controle. Maier e Soberén-Chavez (2000)
relataram que a adi¢gdo de ramnolipideos no meio aquoso melhora a biodegradagao
dos compostos hexadecano, octadecano, n-parafina e fenantreno, e em solos, dos
compostos hexadecano, tetradecano, pristina, creosato e outras misturas de
hidrocarbonetos.

Rahman et al., (2003) relataram a biorremediacdo de n-alcanos em um lodo
de petréleo, contendo 87,4% de oOleo e graxas. Dez por cento (10%) deste lodo
continha alcanos de cadeia Cg-C11 € que foram degradados 100%; enquanto os

alcanos de cadeia C12-Cy1, C22-C3q, € C32-Cyo foram degradados respectivamente,

* Shreve, G.S.; Inguva, S.; Gunnan, S. Rhamnolipid biosurfactant enhancement of hexadecane
biodegradation by Pseudomonas aeruginosa. Molecular and Marine Biology and Biotechnology,
v.4, p. 331-337, 1995.

° Zang, Y.; Miler, R.M. Enhanced octadecane dispersion and biodegradation by Pseudomonas
rhamnolipid surfactant. Applied Envir. Microb, v. 58, p. 3276-3282, 1992.
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83-98%, 80-85% e 57-73% depois de 56 dias com a adicdo de um consércio de
bactérias, nutrientes e ramnolipideos.

Na biodegragdo envolvendo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
Vipulanandan e Ren® citados por Mulligan, (2005) compararam a solubilizagdo do
naftaleno por um biosurfactante (ramnolipideo), um surfactante aniénico, (sulfato
dodecil de sédio, SDS), e por um surfactante idnico - Triton X-100. Neste trabalho, o
biosurfactante aumentou a solubilidade do naftaleno em 30 vezes. Entretanto, a
biodegradagao do naftaleno (30 mg/L) levou 40 dias na presenca do biosurfactante
(10 g/L), comparado a 100 h para o Triton X-100 (10 g/L). O naftaleno na presenga
do SDS nao foi biodegradado.

O uso de biosurfactantes na biodegradacao de pesticidas vem sendo objeto
de investigacdo. Mata-Sandoval et al. (2001) relataram a biodegradagao de trés
pesticidas em culturas liquidas e solos “soil slurries” por ramnolipideos e Triton X-
100. A biodegragdo do pesticida Trifluralin melhorou tanto na presenca do
biosurfactante quanto na do surfactante quimico; entretanto, para o pesticida
Atrazina a biodegradacao diminuiu. A biodegradagcdo do pesticida Coumafés
aumentou com a concentracdo de ramnolipideos acima de 3 mM, mas diminuiu
quando concentracao de Triton X 100 estava acima da CMC. Em “soil slurries”, a
degradagdo do Trifluralin diminuiu, tanto usando o biosurfactante quanto o
surfactante quimico, quando as concentragdes aumentaram. Quando a
concentracdo de ramnolipideos aumentou, as taxas de degradacdo do Coumafds
diminuiram, mas as de remogao aumentaram.
A concentracdo de ramnolipideo também diminuiu, sugerindo a biodegracéo do
préprio ramnolipideo.

Além da biodegradacgdo, os ramnolipideos tém sido objeto de estudo nas
tecnologias chamadas de “soil washing” e “soil flushing”. Na tecnologia ex situ
washing os biosurfactantes tiveram um papel muito importante na limpeza do
derramamento de 6leo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em
1989. Outros exemplos empregando esta tecnologia envolvem, além da remocgao de
Oleo de locais contaminados, também a remocdo de metais pesados. Banat et al.
(2000), investigaram a aplicagdo de ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa

ATCC 9027 na remogao de metais de solos contaminados com cadmio e niquel.

6 Vipulanandan, C.; Ren, X. Enhanced solubity and biodegradation of naphthalene with biosurfactant.
Journal of Environmental Engineering, v.126, p. 629-634, 2000.
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Eles reportaram que 92% de Cd™" foi complexado em solugdo de 0,5 mM de
Cd(NO3),, usando uma solugédo aquosa de ramnolipideos (22 mg/g).

Neilson et al. (2003) relataram o potencial de aplicagao de ramnolipideos na
remogao de metais de solos contaminados com chumbo. Os autores reportaram
que, usando uma solugcdo de 10 mM de ramnolipideos, cerca de 15% de chumbo
foram removidos depois de 10 lavagens.

Mulligan e Eftekhari (2003) utilizaram a tecnologia in situ soil flushing na
remediagcdo de um solo contaminado com pentaclorofenol (PCF). Eles injetaram 1%
de ramnolipideo na forma de espuma em um solo contaminado com 1.000 mg/kg de
PCF e obtiveram a remocéao de 60 - 61% de PCF.

Um outro potencial de aplicagao dos biosurfactantes € seu uso na agricultura,
como agentes antimicrobianos. A acdo antimicrobiana dos ramnolipideos foi
estudada por Stanghellini e Miller (1997) em espécies de zoosporos fitopatogénicos
tais como Pythium aphanidermatum e Phytophtora capsici. Em concentragdes de 5-
30 pg/mL, os ramnolipideos foram capazes de cessar € lisar a populagao dessas
especies de zooporos em apenas 1 min.

Outro topico de interesse relaciona-se com as atividades biolégicas dos
ramnolipideos. Atividades antifungicas, antibacterianas foram, reportadas por
diversas misturas de ramnolipideos (Benincasa et al., 2004; Haba et al., 2003a;
Abalos et al., 2001). Piljac e Piljac (1995) estudaram a atividade biolégica dos
ramninolipideos in vitro e in vivo, testando a aplicacdo deste biosurfactante como
droga no tratamento de doengas auto-imunes tais como Aids, Alzheimer, Parkinson
e Psoriase. Os testes realizados com os diramnolipideos na concentragdo de 0,1
mg/mL foram capazes de inibir diversas enzimas relacionadas as doengas, como

lipoxigenases, acetilcolinesterases, (3-galactosidades, carboxipeptidases e tripsina.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho visou estudar a producdo e caracterizar molecular e

estruturalmente o biosurfactante produzido por P. aeruginosa UFPEDA 614.

Objetivos especificos

Comparar, em ensaios preliminares, a producdo de biosurfactante por P.
aeruginosa UFPEDA 614 e por outras cepas de microrganismos.

Estudar a producdo de biosurfactante por P. aeruginosa UFPEDA 614 por
fermentacdo submersa (FS), determinando os efeitos da relagdo C/N no meio
contendo glicerol como indutor.

Otimizar a produgdo por FS no sentido de aumentar a produtividade do
biosurfactante, pela verificacdo dos efeitos dos meios de cultura e das condi¢cbes
de fermentacgao, utilizando um delineamento fatorial.

Isolar e caracterizar molecular e estruturalmente o biosurfactante produzido por
P. aeruginosa UFPEDA 614
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. INTRODUGAO
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A parte experimental do presente trabalho foi desenvolvida no Departamento

de Quimica, nos Laboratérios de Tecnologia Enzimatica e Biocatdlise e no

Laboratério de Quimica de Carboidratos,

Universidade Federal do Parana.

4.2. EQUIPAMENTOS e REAGENTES

Departamento de Bioquimica, da

A Tabela 7 mostra os principais equipamentos utilizados neste trabalho e a

Tabela 8 mostra os reagentes mais importantes.

Tabela 7. Descricao dos equipamentos utilizados nesse trabalho

Equipamentos

Marca/ Modelo

- Balanga analitica e de precisao

- HR-200, Marte (Brasil)

- Cromatégrafo a gas acoplado
a um espectrometro de massa

Finnigan ITD 800 (ion trap detector)

- Varian 3300 e Varian Saturn 2000R

- Espectrébmetro

- UV-240 IPC, Shimadzu

- Evaporador rotatorio

- Fisatom -0405 (Brasil)

- Potencidbmetro

- 320 pH meter, Cornig

- Espectrdbmetro de RMN 400 MHz em
relacdo ao nucleo 'H, e 100.623 MHz em

relacdo ao nucleo de *C.

- Bruker, Avance DRX 400 de 9,4 Tesla

- Espectrémetro de massa

- triplo quadrupolo Quattro LC, Micromass

(Inglaterra)

- Tensidbmetro

- K12, Processor Kruss

(Hamburgo, Alemanha)

Tensiometer,

- Centrifuga - BR4i, Jouan (Franca)
- Agitador orbital, - TE-421, Tecnal
- Autoclave - Bio Enge
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Tabela 8. Principais reagentes utilizados nesse trabalho

Reagentes Fornecedor

- L-Ramnose, 99% pureza Sigma-Aldrich

- Orcinol monohydrate Sigma-Aldrich

- Acido 3-hidroxidecandico: 98% pureza, Sigma

- Glicerol PA, Panreac (USA)
- Oleo de motor 10W-40 Helix Plus, SHell
- methanol, cloroférmio Vetec

- metaperiodato de sédio Vetec

- Acido trifluoracético Vetec

- Placas de Silica gel 60 (F2s4 20 x 20, 0,2 | Merck
mm ) e p6 (0,063 — 0,200mm)

- Borohidreto de sédio Vetec
- Extrato de levedura Biobras
- Triptona Difco
- meio BDA Biobras
- NaCl Vetec

4.3. MICRORGANISMOS

A cepa P. aeruginosa UFPEDA 614 foi isolada de campos de petrdleo no
Nordeste Brasileiro e gentilmente cedida pela Pof® Dr® Janete Magali, do
Departamento de Antibiéticos da UFPE.

Para os ensaios prévios de comparagao de producdo de biosurfactantes,
além de P. aeruginosa UFPEDA 614, foram utilizadas as seguintes cepas:
Penicillium corylophilum 10C 4211, Aspergillus niger, Penicillium aurantiogriseum
I0C 4212, Burkholderia cepacia LTEB 11. As cepas Penicillium corylophilum 10C
4211, Aspergillus niger, Penicillium aurantiogriseum 10C 4212, Burkholderia cepacia

LTEB 11 pertecem ao Laboratério de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise (LTEB).
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4.4. MANUTENGAO DAS CEPAS

Para a manutencgdo, realizada mensalmente, a cepa de P. aeruginosa
UFPEDA 614 foi inoculada em 50 mL do meio liquido Luria-Bertani (LB) [1 % (m/v)
triptona, 1 % (m/v) NaCl e 0,5 % (m/v) extrato de levedura] e cultivada a 30 °C, 200
rom, durante 12 h ou tempo necessario para se atingir Ay igual a 0,8, valor este
equivalente a 10° células/mL. Deste meio foi retirado 1 mL e adicionado a 1mL de
glicerol 40% (v/v), previamente autoclavado. A cepa foi adicionada de glicerol (40%,
v/v) entdo armazenada sob refrigeragcéo a -18°C.

As demais cepas bacterianas foram mantidas da mesma maneira.

As cepas fungicas foram cultivadas em meio soélido BDA (batata-dextrose
agar) [4% (m/v) de BDA] em placas de Petri, em estufa a 29 °C durante 7 dias, ou
até a esporulagdo dos microrganismos. Apos este periodo, as placas contendo os

cultivos foram armazenadas a 4 °C .

4.5. ENSAIOS PRELIMINARES DE PRODUGCAO DE BIOSURFACTANTE POR
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 E POR OUTRAS CEPAS DE
MICRORGANISMOS.

Estes ensaios seguiram dois procedimentos que envolveram a cultura dos
microrganismos em FS: (1) a medida da tensdo superficial dos sobrenadantes de
cultura (item 4.8.3) e (2) a verificagdo do espalhamento da gota de 6leo pelos

sobrenadantes de cultura (item 4.8.2)

4.5.1 Meios e Condigoes de Cultivo

As cepas bacterianas foram inicialmente cultivadas em Erlenmeyers de 250
mL contendo 50 mL do meio LB, a 30 °C e 150 rpm durante 12 h ou tempo
necessario para se atingir Agy igual a 0,8-1,0, valor este equivalente a 10°
células/mL. Os cultivos com as cepas fungicas foram iniciados pela adicdo de 1 mL

de suspensio de esporos (102 esp/mL) aos frascos de fermentac&o.
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Um (1) mL de cada cultura (bacteriana ou fungica) foi inoculado em
Erlenmeyers de 500 mL contendo 150 mL do meio de cultivo composto de: 3%
(m/v) glicose, 3% (m/v) NaCl, 0,1% (m/v) (NH4)2SO4, 0,025% (m/v) MgSOs4, 1%
(m/v) extrato de levedura e 1% solugao de sais (MnSO4 — 3 g/L, FeSO,4 - 0,10 g/L,
CaCl, — 0,10 g/L, CoCl; — 0,10 g/L, ZnSO4 — 0,10 g/L, CuSO4 — 0,01 g/L, H3BO3 —
0,01 g/L, KMnO4—- 0,01 g/L) em tampao fosfato 0,2 mol/ L e pH 7,0.

Os cultivos foram incubados a 30°C por 96 h, e em seguida submetidos a
analise da tensao superficial (item 4.8.3) e ao teste do colapso da gota (4.8.2)

Para a producdo de biosurfactantes foi utilizado o meio salino mineral
constituido de: (g/L) 3,0 KH2PO4, 7,0 KoHPO4, 0,2 MgS0O4.7H,0, glicerol (3%, v/v)
como indutor e (NH4).SO4 em tampao fosfato 0,2 mol/L pH 7,0 (Santa Anna et. al.,

2001). O meio de cultivo foi autoclavado a 120 °C/15 min/1 atm.

4.6. ESTUDOS DA PRODUGAO DO BIOSURFACTANTE POR FERMENTAGAO
SUBMERSA (FS)

ApOs os ensaios preliminares, foram realizados os estudos de produgédo do
biosurfactante por fermentagdo submersa com a cepa de Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614. O pré-indculo foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL do meio Luria- Bertani (LB), a 30 °C e 200 rpm durante o tempo necessario para
se atingir Aesoo igual a 0,8 — 1,0, valor este equivalente a 10 células/mL. Dois por
cento (2%) desta cultura foram entdo inoculados em Erlenmeyer de 1 L contendo

200 mL de meio salino mineral estéril (item 4.5.1).

4.6.1. Efeito da Relagao Carbono/Nitrogénio (C/N) na Produgao do
Biosurfactante

A producdo de ramnolipideos foi investigada usando as relagdes
carbono/nitrogénio (C/N) de 10, 20, 40 e 55, em frascos de Erlenmeyers de 1 L com
o indculo inicial padronizado em 2% (v/v) e meio salino mineral (200 mL), como
mencionado previamente (item 4.5.1). As culturas foram mantidas a temperatura de

30° C, em agitador orbital a 200 rpm, durante 198 e 216 h. A fonte de carbono usada
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foi o glicerol (3%, v/v). Sulfato de amoénio foi utilizado como fonte de nitrogénio nas
concentragdes de 5,53; 2,76; 1,38 e 1,0 g/L, equivalentes as relagdes C/N de 10, 20,
40 e 55, respectivamente. Ao final dos cultivos, o sobrenadante das culturas foi
separado das células por centrifugacéo (12.500 x g) por 30 min e submetido a
dosagem de ramnose e determinacéo da tensdo superficial e interfacial (item 4.8.3).

O material s6lido residual foi utilizado para a determinacdo de biomassa (item 4.8.1).

4.6.2. Otimizagao da Producgao do Biosurfactante por Delineamento Fatorial

Para investigar o efeito de trés variaveis independentes sobre a produgéo de
biosurfactantes, foi empregado um delineamento fatorial 3> incompleto com trés
repeticdes no ponto central, totalizando 15 ensaios (Box e Behnken,1960).

As variaveis independentes analisadas nos trés niveis de variagdo foram
(g/L): a concentragcdo de glicerol (X4), a concentragdo de NH4(SO4) (X2) e a
concentracao de FeSOy4 (X3). Os niveis e os valores correspondentes aos valores
reais e codificados, aparecem na Tabela 9. A variavel resposta, ou dependente
investigada neste estudo foi a produgdo de biosurfactantes expressos em ramnose
(g/L). As condic¢des de cultivo foram realizadas em agitador orbital, sob agitacado de

200 rpm e acompanhados durante 168 h.

Tabela 9. Valores reais e codificados para o Delineamento fatorial de Box-Behnken 3°

incompleto
Variaveis Niveis
-1) (0) (+1)
X4- Glicerol (g/L) 30 60 90
X2~ (NH4),S04 (g/L) 1 5 9
X3 —FeS0O, (g/L) 0 0,007 0,014

Uma equacao polinomial quadratica foi escolhida para o presente estudo, em
razao de ser a equagao mais simples e que permite o emprego de técnicas gerais de

otimizacao (Krieger, 1988). A forma geral da equagao quadratica é:

Y = Bo+ B1X1+ PoXa + Baxs + B11X1% + Paoxo® + Pasxa® + BraxiXo+ Braxixs + € (Eq. 1)
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Onde:

Y é a variavel dependente;

X1, X2 € X3 S80 0s niveis codificados das variaveis independentes;

B 's sdo os coeficientes estimados pelo método dos minimos quadrados, e

€ € o residuo que mede o erro experimental, apresentando uma distribuicdo normal,

com média zero e variancia igual a o2.

4.6.2.1. Analise Estatistica

O modelo matematico foi testado para a falta de ajuste, pelo teste F a partir
da analise de variancia (ANOVA) usando o programa ® STATISTICA (data analysis

software system), version 5.0.

4.7. EXTRAGAO E PURIFICAGAO DO BIOSURFACTANTE

4.7.1. Extragao

Apos sete dias de fermentagcdo, o meio de cultivo foi centrifugado para
remocgao das células (12.500 x g) por 30 min e o sobrenadante foi acidificado,
ajustando-se o pH até 2 com HCI concentrado, e mantido a 4 °C sob agitagao por
12 h, para precipitar o biosurfactante. O precipitado foi separado por centrifugagéo
(12.500 x g) por 20 min, e dissolvido em 0,4 mol/L HCI e submetido a extracéo por
duas vezes com CHCI;:MeOH (2:1). A fase organica foi evaporada numa
temperatura inferior a 40 °C em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, obtendo-
se a fragdo residual, aqui denominada extrato bruto (EB). Esta fragdo foi submetida

aos procedimentos de purificacdo, conforme descrito a seguir.
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4.7.2. Purificagao por Métodos Cromatograficos

4.7.2.1. Cromatografia em Coluna

A coluna cromatografica (30 cm x 2 cm) foi empacotada com silica gel 60 (30
g), com as particulas de tamanho entre 0,063-0,2 mm. As amostras foram aplicadas
e eluidas, inicialmente com CHCI3 e entdo com CHCI;:MeOH (9:1 v/v). Fragdes de
10 mL foram coletadas. A eluicdo das fragbes contendo o biosurfactante foi

acompanhada por cromatografia em camada delgada.

4.7.2.2. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa

As fragbes eluidas da coluna de silica gel foram concentradas em
rotaevaporador sob pressdo reduzida a 40 °C e submetidas @ CCD preparativa, que
foi realizada em placas de vidro (20 x 20 cm) cobertas com silica gel 60 ,utilizando
como sistema de eluente: CHCI3:MeOH:AcOH (65:15:2). A visualizagado das bandas
foi feita com revelador especifico para carboidratos e glicolipideos,
orcinol:H,S04.MeOH (250:100:2,5) a 100 °C por 5 min (Skispiski, 1975). Em seguida,

procedeu-se a raspagem das bandas visualizadas.

4.8. METODOS ANALITICOS

4.8.1. Determinacao da Biomassa

Ao final dos cultivos, as amostras foram centrifugadas (12.500 x g) durante 30
min para remover as células. O centrifugado foi suspenso em agua destilada e
colocado em pesa-fitro em estufa para secagem a 80 °C por 24 h, até peso

constante. A biomassa seca foi expressa em peso seco (g/L).
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4.8.2. Teste Colapso da Gota

O teste qualitativo do colapso da gota foi realizado, com pequenas
modificagdes. Tampas de microplacas com 96 pogos, foram untadas com 2 uL de
o0leo de motor 10 W-40 e deixadas em repouso por 24 h. Em seguida, 5 uL dos
sobrenadantes das culturas foram colocados em cada um dos pogos rasos e o
espalhamento das gotas foi avaliado apés 2 min. O resultado foi considerado
positivo quando se percebeu visualmente o espalhamento da gota (Youssef et al.,
2004).

4.8.3. Determinacao da Tensao Superficial e da Tensao Interfacial

A medida da tensao superficial foi realizada nos sobrenadantes de cultura
utilizando-se o tensidbmetro Kriss. As analises foram feitas pelo método do anel,
utilizando um anel de platina denominado anel de Du Nouy. Neste método, a
amostra € colocada em um recipiente do aparelho, com o anel inicialmente
submerso. Uma forga adicional € exercida sobre o anel no momento no qual a
ldmina do liquido vai se romper, é entdo determinada a tensdo superficial (Kruss,
1994).

As condicbes de analise padronizadas para todos os ensaios foram: volume
médio da amostra de 40 mL e temperatura ambiente. O equipamento foi calibrado
sempre no inicio e término das analises medindo-se a tensao superficial da agua
destilada.

A medida da tensao interfacial foi realizada utilizando o método da placa de
platina, denominada placa de Wilhelmy. As medidas foram realizadas nos
sobrenadantes de cultura contra o querosene como meio imiscivel. O aparelho foi
zerado com o querosene, que constituiu a fase leve da mistura, e a seguir a amostra
(fase pesada) é colocada no recipiente do aparelho, a placa é inserida, e somente
depois 0 querosene € adicionado delicadamente com a ajuda de pipeta automatica,
sobre a amostra. Durante a medida de tensao interfacial, a placa sobe da fase

pesada e a leve, e entdo determina a tensao interfacial entre elas (Kruss, 1994).

As condigdes de analise padronizadas para todos os ensaios foram: volume
médio da amostra de 40 mL, volume médio da fase leve de 10 mL e temperatura

ambiente.
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4.8.4. Determinagao da Concentragao Micelar Critica — CMC

A CMC foi calculada diluindo o meio de cultura isento de células (apos 7 dias
de cultivo) com igual volume de agua destilada, segundo técnica descrita por
Sheppard e Mulligan (1987). Apés feitas tais diluicdes, mediu-se a tensao superficial
de cada uma delas e construiu-se um grafico da tensao superficial contra diferentes
concentracdes de acgucares totais, expressas em ramnose, onde a CMC
corresponde ao ponto central de inflexdo da curva. As medidas de tensao superficial
foram determinadas até que os valores obtidos se aproximassem da tenséo

superficial da agua destilada.

4.8.5. Medida do indice de Emulsificagdo (E %)

O indice de emulsificacéo (E %) foi realizado segundo a metodologia descrita
por Cooper e Goldenberg (1987). Em tubos de ensaio foram distribuidos 6 mL de
diferentes hidrocarbonetos (querosene, tolueno, gasolina e diesel) adicionando-se 4
mL do sobrenadante de cultura. Cada tubo foi agitado em vortex maximo por 2 min.
O indice (E %) foi determinado de acordo com a equacdo 2. As medidas foram

realizadas ap6s 24 h e apos 30 dias.

altura da camada emulsionada (cm)
altura total do liquido (cm) (Eq. 2)

E% =

onde E (%)= indice de emulsificagéo

4.8.6. Dosagem de Acgucares pelo Método do Fenol-Sulfurico

A quantificagdo indireta de ramnolipideos foi realizada pela medida de
acucares totais pelo método de Dubois et al (1956).

A metodologia consistiu na adi¢ao 0,5 mL do caldo livre de células em tubo de
vidro de 20 mL,seguido da adi¢ao de 0,5 mL de solug¢ao de fenol 5% (m/v), mais 2,5
mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi homogeneizada com o auxilio de
um vortex e deixada em repouso por 15 min. Apds esse periodo, fez-se a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 480 nm. A medida foi lida contra a agua

destilada (branco reacional).
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Procedimento:

A curva de ramnose foi construida utilizando-se uma solugcédo estoque de ramnose
padrdo com 0,936 mg/mL em &gua destilada. A partir desta solucdo foram
preparadas diluicbes correspondentes as concentracbes de 15, 30, 45, 60 e 90
(mg/L) em baldes volumétricos de 10 mL. A seguir, 1 mL de cada diluigdo foi
adicionado em tubos e a dosagem de acgucares totais por ramnose foi realizada
conforme descrita anteriormente. A Figura 4 ilustra a curva padrdo de ramnose

(mg/L) x absorbancia.

0,5 4

0,4 H

0,3 +

Y=0,03157 + 0,00535x
R%= 0,99921

Absorbancia (480 nm)

0,2 H

0,1+

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentragao mg/L

Figura 4. Curva padrao de agucares totais por ramnose (mg/L) x absorbancia

a 480nm, construida utilizando o método de Dubois et al. (1956).

4.8.7. Quantificagao de Glicerol

O teor de glicerol foi determinado pelo método quimico de Soloni-Modificado
(Moura et al.,1998). O fundamento do método baseia-se no seguinte principio: o
glicerol é oxidado a formaldeido, pelo metaperiodato de sodio. O formaldeido
resultante reage com acetilacetona, em presenga de amdnia formando um complexo
de cor amarela (3,5-diacetil-1,4 diidrolutidina), que é medido fotometricamente a 410

nm (Figura 5)
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HsC
Y c 0
H,C—OH 0 H3C—C/ . o’ C\
NalO,/H,SO, // NH, CHs
He—oH — 2% HW—C%—H + Oy ‘ ‘
H,C——C
H,C—OH 3 % HC T CH,
glicerol formaldeido  gcetilacetona H

3,5 diacetil-1,4-diidrolutidina

Figura 5. Reacao quimica do glicerol com formaldeido formando o complexo colorimétrico
3,5-1,4-diidrolutidina (410nm), pelo método Soloni-Modificado (Moura et al., 1998).

Procedimento:

A partir de uma solugéo padréo de glicerol (27,3 mg diluida em 100 mL de agua
destilada) foram retiradas amostras de 10, 20, 30, 40 e 50 pL. A estes volumes foi
adicionado agua destilada de modo a obter 125 yL no tubo de ensaio, seguido da
adicdo de 0,125 mL de metaperiodato de s6dio-0,35 M, e 1,25 mL de uma solugao
contendo acetilacetona-NH,OAC-NaAsO,-H,O. A mistura foi agitada em vortex e
incubada a 56 °C durante 10 min, resultando em um complexo amarelo que absorve
em 410 nm. Os resultados foram comparados com uma curva padrao de glicerol
(Figura 6).

o
©

Y=0,00791x
R?=0,99923

Absorbancia (410 nm)

. . T . T . .
20 40 60 80 100 120
Concentragcao (pg/ml)

Figura 6. Curva-padrao de glicerol construida utilizando-se o método colorimétrico-quimico

Soloni-Modificado.
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4.8.8. Cromatografia em Camada Delgada

As analises em CCD foram realizadas em placas de silica gel 60 - PFys4
utilizando como sistema de eluente: CHCI3.MeOH:AcOH (65:25:2). A visualizagao
das bandas foi feita com a utilizacdo de revelador especifico para carboidrato,
orcinol:H,S04:MeOH a 100 °C por 5 min (Skispiski, 1975). O padrdo utilizado foi

ramnose.

4.9. METODOS DE CARACTERIZAGAO QUIMICA

O extrato purificado obtido da cromatografia em camada delgada preparativa
(item 4.7.2.2) foi submetido a hidrolise e analisado segundo o esquema mostrado na

Figura 7. As etapas deste procedimento serdo descritas nos proximos itens.

Extrato purificado
MeOH/H,SO,, NH,OH,
CH,CI/H,0O

— T

Fase organica Fase aquosa

Hidrolise/Reducao/Acetilacao

Ester metilico Acetatos de alditois/ Acetatos de

alditois parcialmente metilados

Acetilacao

Esteres metilicos de
acidos graxos acetilados

Figura 7. Esquema geral das analises de acidos graxos e a composicdo monossacaridica
realizadas no extrato purificado do sobrenadante de cultura de Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614.
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4.9.1. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

Os acgucares e os acidos graxos foram devidamente convertidos em seus
respectivos derivados volateis (acetatos de alditdis ou acetatos de alditois
parcialmente metilados e ésteres metilicos de acido graxo acetilados) e analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) -
(Departamento de Bioquimica da UFPR); cromatografo gasoso Varian 3300
acoplado a um espectrdmetro de massa Finnigan ITD 800 (ion trap detector). A
coluna utilizada na separacdo dos componentes foi uma coluna capilar preenchida
com DB-23 (J & W — 30 m x 0,25 mm). O gas de arraste utilizado foi He (5.0
analitico) a um fluxo de 1 mL.min™" . A temperatura inicial do cromatégrafo foi de 50
°C, sendo aumentada para 215 °C a 40 °C min”' e mantida constante nesta
temperatura até o final da analise (25 min).

Os cromatogramas obtidos foram analisados no software SATURN (2000R —
Varian) e os picos identificados pelos seus respectivos tempos de retencgéo relativo
(Rt) comparados com padrdes conhecidos e confirmados pelo perfil de fragmentagao
resultante do impacto de elétrons com energia de 70 eV. A janela de massa utilizada
foi de m/z 80-220.

4.9.2. Analise dos Acidos Graxos

Os acidos graxos foram analisados por CG-EM na forma de ésteres metilicos
de acidos graxos acetilados (Figura 7). Para tanto, inicialmente aliquotas (1 mg) do
extrato purificado obtido pela CCD preparativa (item 4.8.3) foram metanolizados em
uma solugéo de 1% H,SO4 em MeOH (v/v) por 12 h a temperatura de 80 °C, sob
refluxo. A mistura foi neutralizada com uma solugédo de NH4sOH (25%, v/v) e os
ésteres metilicos de acidos graxos hidroxilados resultantes da esterificagdo foram
extraidos através de uma particdo entre CHCI3 e H,O. A fase aquosa foi submetida a
hidrolise com acido trifluoracético (TFA) 1 mol/L para determinagdo da composigao
monossacaridica. A fase organica (CHCI;) foi evaporada a temperatura ambiente e
em seguida acetilada com anidrido acético-piridina (Ac,O-piridina) (1:1 v/v) a 100 °C
durante 1 h. Os ésteres metilicos de acidos graxos acetilados (EMAGA) resultantes

foram extraidos com CHCI; e lavados com uma solugdo aquosa de 5% CuSO4 (m/v),
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A fase organica contendo os EMAGAs foi solubilizada em acetona para ser
analisada por CG-EM, conforme descrito no item 4.9.1.
Os ésteres metilicos de acidos graxos acetilados foram identificados pelos

seus respectivos valores de R; e a janela de massa utilizada foi de m/z 80-220.

4.9.3. Determinagao da Composi¢cdao Monossacaridica

A composi¢cao monossacaridica foi determinada como derivados de acetatos
de alditois (Figura 7) (Jansson et al., 1976). Aliquotas de 1mg das fragdes obtidas
na fase aquosa (item 4.9.2), foram submetidas a hidrdlise com &acido trifluoracético
(TFA) 1 mol./L a 100 °C durante 8 h. Depois de hidrolisado, o material foi evaporado
até a secura e o residuo reduzido com NaBH,4 a temperatura ambiente (12 h). Em
seguida, o material foi lavado com acido acético glacial:MeOH (1:200 v/v) seguido de
evaporagao (3x) para remog¢ao do boro na forma de trimetilborato. O produto foi
submetido a acetilagdo com Ac,O-piridina (1:1 v/v) a 100 °C durante 1 h. O processo
foi interrompido por adigdo de gelo moido, e o material acetilado foi novamente
extraido com CHCIs. A piridina foi removida com 5% CuSQO4, que por sua vez, foi
removido por meio de lavagens sucessivas das amostras com agua destilada. O
material resultou em uma mistura de acetatos de alditdis, que foram submetidos a
analise por CG-EM e identificados comparando seus respectivos valores de R; A

janela de massa utilizada foi de m/z 80-220, conforme item 4.9.1.

4.10. METODOS DE CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL

4.10.1 Metilagcao

A analise de metilacao foi realizada pelo método de Kuhn et al. (1955).  Aliquotas
(1mg) das fragdes obtidas pela CCD preparativa foram solubilizadas em MeOH e
secas. A essa mistura foram adicionados DMF (300 pL), CHsl (700uL) e Ag20 (50
mg), com agitacdo em vortex por um periodo de 12 h a 40 °C. Esta solugéo foi
fracionada com CHCI3 (2mL), resultando em glicosideo parcialmente O-metilado

(GPM). A mistura de GPM foi evaporada até secura e o residuo hidrolisado com
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H>SO4 (1 mol/L) por 12 h a 100 °C (Sassaki et al., 2005). A solugéo foi neutralizada
com NH4OH até pH 7,0 e a mistura contendo os GPM foi reduzida com NaBH4 (5mg)
por 12 h a temperatura ambiente. A solugado foi neutralizada com acido acético
glacial:MeOH (1:200 v/v) seguida de evaporagao (3x) a 40 °C. O produto foi
submetido a acetilagdo com Ac,O-piridina (1:1 v/v) a 100 °C por 1 h, resultando em
uma mistura de derivados de acetatos de alditois parcialmente metilados (AAPMs).
Os AAPMs foram extraidos com CHCI; e lavados com uma solugao 2% (m/v) de
CuSO0q. A fase organica contendo os AAPMs foi seca e submetida a analise por CG-
EM e identificada comparando seus respectivos valores de R:. A janela de massa
utilizada foi de m/z 80-220.

4.10.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de ®C e 'H foram realizados em um espectrdmetro
Bruker Avance DRX 400 MHz e as amostras das fragdes obtidas pela CCD
preparativa analisadas em tubos de quartzo de 20 cm de comprimento e 5 mm
d.i.(diametro interno). As amostras purificadas (item 4.7.2.2) tiveram os hidrogénios
hidroxilicos trocados por deutério através de repetidas solubilizagbes com
CDCl3:MeOD (3:1, v/v) seguidas de evaporacdo. As amostras foram solubilizadas
em CDCl; e os espectros obtidos a 30 °C. Os espectros unidimensionais de 'H foram
obtidos em 400 MHz, enquanto os espectros de ">C obtidos com carbono acoplado
em 100.62 MHz.

4.10.3. Espectrometria de Massas — ESI-MS (ELECTROSPRAY-IONISATION-
MASS-SPECTROMETRY)

As amostras das fragdes obtidas pela CCD preparativa foram analisadas em
um espectrometro de massa tipo triplo quadrupolo Quattro LC. Os espectros foram
gerados em modo ion negativo. As amostras purificadas obtidas da CCD preparativa
(item 4.7.2.2) foram dissolvidas em CH3Cl:MeOH (1:1 v/v), e aliquotas de 0,1 mL
foram removidas e diluidas em 1,9 mL de acetonitrila:agua (7:3 v/v), nas quais
foram introduzidas por difusdo direta com uma seringa a um fluxo de 10 uL.min™". As

condigdes para as analises foram diferenciadas, dependendo das fragdes obtidas na
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purificagdo por CCD preparativa (4.7.2.2), variando entre capilar 2,03 kv, cone de 15
a 27 v e energia de colisdo (CID) 18 e 45 v F, — capilar 2,03 kv, cone 27 v e energia
de colisdo (CID) 45 v. Para aquisigao dos espectros, utilizou-se uma faixa de massa
de m/z 50 a 800.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ENSAIOS PRELIMINARES DE PRODUGCAO DE BIOSURFACTANTES POR
DIFERENTES MICRORGANISMOS

Ensaios preliminares de producdo de biosurfactantes, feitos com os
sobrenadantes das culturas das cepas de P. corylophilum 10C 4211, A. niger, P.
aurantiogriseum 10C 4212, B. cepacia LTEB11, e P. aeruginosa UFPEDA 614,
revelaram que P. aeruginosa foi a unica que causou espalhamento da gota (Figura
8, linhas 4 e 5), evidenciando a produgcdo de um composto com propriedades

tensioativas.

Figura 8. Selecdo de microrganismos produtores de biosurfactantes: método do
espalhamento da gota — 1, 2: agua deionizada; 4, 5: Pseudomonas aeruginosa UFPEDA

614: 7, 8: meio de cultura sem o in6culo; 10,11: Burkholderia cepacia LTEB11.

Simultaneamente, foram feitas as medidas de tensao superficial dos
sobrenadantes das culturas de todos os microrganismos, sendo que apenas o
sobrenadante produzido por P. aeruginosa reduziu a tensao superficial de 55 mN/m
para 29,9 mN/m, confirmando os resultados obtidos com o método do espalhamento

7

da gota. Em geral, segundo Rosen ’ e Kosaric 8 citados por Santos (2001),

" Rosen, M.J. The relationship of structure to properties in surfactants. Journal of the American Qil
Chemistry Society. v.49, p.293-297, 1971
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biosurfactantes podem reduzir a tensdo superficial da agua de 72,0 mN/m para
valores entre 25-30 mN/m. Esta reducgao, entretanto, depende da fonte do composto.
No caso de cepas do género Pseudomonas, produtoras de ramnolipideos, valores
similares a 29,9 mN/m tém sido reportados (Sanchez et al., 2006, Lang e Wullbrandt,
1999; Parra et al., 1989)

O experimento com P. aeruginosa foi entdo repetido seguindo-se a cinética de
produgdo do tensioativo e de produgdo de agucares no meio, expressos em
ramnose, considerando que este género de bactéria € conhecido pela produgao de
biosurfactantes do tipo ramnolipideos (Lang, 2002). Neste cultivo (Figura 9) foi
observado o abaixamento de tenséo superficial de 55,0 mN/m no tempo inicial, para
27,8 mN/m, apés 48 h de cultivo, o que confirmou os resultados obtidos
preliminarmente.

O teor de acgucares do meio, determinado pelo método do fenol-sulfurico e
expresso em ramnose, foi de 780 mg/L em 96 h de cultivo. A cromatografia em
camada delgada (CCD) do sobrenadante realizado com os padrdes de ramnose (Rf
0,15) e galactose (Rf 0,006) e corante especifico para agucares (orcinol), mostrou
claramente a presenca de duas bandas com valores de Rf de 0,75 e 0,41 indicando
a presencga de dois compostos diferentes (Figura 10).

A produgdo maxima do biosurfactante encontrada neste experimento (0,78
g/L) foi muito baixa se comparada as produgbes encontradas para cepas de P.
aeruginosa utilizando meios similares, onde o indutor € o glicerol. Foram enté&o feitos
experimentos para aumentar a produgao do biosurfactante variando-se a relagao
C/N do meio, por esta ser considerada uma das variaveis mais determinantes na
producdo de tensioativos por cepas de Pseudomonas (Venkata e Karanth, 1989;
Guerra-Santos et al., 1984). A partir deste ponto do trabalho, utilizou-se o teor de

ramnose para expressar a quantidade de ramnolipideos produzida no meio.

® Kosaric, N. Biosurfactants: Production, properties and applications. Surfactant Science Series.v.
48, New York: Naim Kosaric, 1990. 483 p.
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Figura 9. Variagdo da tensao superficial e producdo de ramnose durante a fermentacao de
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. Condicbes do ensaio: Meio de cultura: — 1,0 g/L
(NH,4)2.S0O,, 3,0 g/L KH,PO,, 7,0 g/L K;HPO,, 0,2 g/L MgS0,.7H,0, e glicerol (3%, v/v), pH
7,0, 30°C.
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Figura 10. Cromatografia em camada delgada (CCD) do sobrenadante de cultura (216 h de
fermentagdo) produzido por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. — 1. ramnose; 2:
galactose; 3 e 4: sobrenadante de cultura - Sistema de solventes CHCI;:MeOH:H,O
(65:25:4), desenvolvimento das bandas com orcinol:H,SO, (Skispiski, 1975).
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5.2. ESTUDOS DE PRODUGAO DE BIOSURFACTANTE POR Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614

5.2.1. Efeito da Relagdao Carbono/Nitrogénio no Meio Contendo Glicerol como

Indutor

A produgdo de ramnolipideos durante o crescimento foi avaliada em
diferentes relagbes de C/N (10, 20, 40 e 55) (Tabela 10). Os melhores resultados
ocorreram na relagdo C/N 55, (216 h de cultivo, 2,7 g/L biomassa). Neste ponto, o
conteudo de glicerol no meio era de 35% e a concentracdo de ramnose, de 3,9 g/L.
A tensao superficial e a interfacial também foram medidas no final do cultivo (216 h)
por se tratarem de duas medidas fisicas de suma importancia na caracterizagao de
um composto de superficie ativa (biosurfactante). Valores de tenséo superficial entre
25 — 30 mN e tenséo interfacial préximos a 1 mN/m sao os valores reportados pela
literatura caracteristicos de biosurfactantes (Lang, 2002). A redugdo maxima de
tensao superficial do meio de cultura (27,34 mN/m) ocorreu em 84 h do cultivo e a
tensdo interfacial foi de 1,98 mN/m. Os coeficientes de rendimento expressos pela
razao entre a quantidade de produto formado em relagédo ao consumo de substrato
(Yos) € em relagdo a quantidade de biomassa (Ypx) produzida durante o processo

foram de 1,45 e 0,37 g/g respectivamente.

Tabela 10. Efeito da relagdo carbono para nitrogénio (C/N) na produgéo de biosurfactantes

(expressos em ramnose) e biomassa por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614

Parametros Relagao Carbono/Nitrogénio

do Processo 10 20 40 55
Ramnose (g/L) 1,06 1,42 3,46 3,9
Biomassa (g/L) 2,04 2,62 2,53 2,7
Y px (9/9) 0,52 0,54 1,36 1,45
Yers (9/9) 0,12 0,19 0,40 0,37
Qp(g/L.h) 5,91.10° 7,80. 10° 1,60. 1072 1,80. 107

Y px_ coeficiente de rendimento em relagcdo a biomassa produzida (concentracdo maxima de
biosurfactante/biomassa), Y g - coeficiente de rendimento do produto formado em relagéo
ao consumo de substrato (biosurfactante/glicerol), Qp— produtividade volumétrica -
quantidade de produto/L de meio de cultivo.h.
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Um aumento de 200 % na produtividade volumétrica foi alcangado quando a
relagdo C/N de 10 (Q, = 5,91. 10°) passou para 55 (Q, =1,80. 10%). Outro aspecto
fundamental do melhoramento da produtividade volumétrica do biosurfactante
produzido por P. aeruginosa esta em estabelecer propor¢cdes adequadas entre as
concentragdes de carbono e nitrogénio, ou seja, a relagdo C/N. Assim, as melhores

Q, foram obtidas com valores de C/N mais elevadas.

Os resultados aqui obtidos para a relacdo C/N estdo de acordo com os
relatados por Lang e Waullbrandt, (1999), Desai e Banat, (1997), Oschsner et al.
(1995) e Guerra-Santos et al. (1984), que demonstraram que a produgédo de
ramnolipideos para outras cepas de P. aeruginosa aumenta com a limitacdo de
nitrogénio no meio, sendo a maior producdo de biosurfactante obtida quando a
relacdo C/N era maxima.

O teor maximo de ramnolipideos produzidos neste trabalho foi de 3,9 g/L, que
pode ser considerado mais alto do que a maioria dos valores citados na Tabela 11,
exceto por Arino et al. (1996) (5,8 g/L), que usou uma fonte de nitrogénio diferente
(NaNO3) e Santos (2003), que produziu o biosurfactante no sistema de batelada
alimentada e obteve 4,80 g/L em 240 h.

Tabela 11. Produgao de ramnolipideos por diferentes cepas Pseudomonas aeruginosa em

meios de cultura com glicerol como principal fonte de carbono

Referencias Fonte C/N RL Yp/s Yp/x t Qp
Glicerol Nitrogénio (g/L) (9/9) (9/9) (h) (g/L.h)
(g/L) (g/L)

Este 30 (NH,4),SO, 55 3,9 0,37 1,45 216 0,018

trabalho 1

Jarvis and 30 Peptona ND 2,50 0,08 ND 96 0,026

Johnson (40)

1949

Hauser and 30 ND ND 2,00 0,06 ND 120 0,016

Karnovsky

1954

Arino et al. 30 NaNO; 16:1 5,80 0,19 2,07 150 0,038

1996 (6,5)

Santa Anna 10 (NH4).SO, 22:8 1,70 0,17 1.18 240  0.007

et al.2001 (1,0)
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Tabela 11. Produgao de ramnolipideos por diferentes cepas Pseudomonas aeruginosa em

meios de cultura com glicerol como principal fonte de carbono (continuagao)

Referencias Fonte CI/N RL Yp/s Yp/x t Qp
Glicerol Nitrogénio (g/L) (9/g) (g9/9) (h) (g/L.h)

(g/L) (g/L)

Santa Anna 30 NaNO; 60:1 3,16 0,13 0,70 168 0,019

et al. 2002 (1,0)

Santos, @ NaNO; 4,80 0,12 0,93 240 0,011

2003

Rahman @ ND ND 1,66 0,27 ND 192 ND

et al. 2002

Rahman @ ND ND 1,77 0,29 ND 192 ND

et al. 2002

Condicbes gerais: frascos agitados, (a) fermentacdao em batelada alimentada; meio sais
minerais ou complexos; 28-37 °C ; pH 6-7,5. ND nao determinado. t — tempo de cultivo, RL —
ramnolipideo, Y px _ coeficiente de rendimento em relagdo a biomassa produzida,Y ps_
coeficiente de rendimento do produto formado em relacdo ao consumo de substrato, Qp_
produtividade volumétrica , Fonte: Adaptada: Santos, (2003), Lang e Wullbrand (1999).

A Tabela 11 também sugere a existéncia de uma dependéncia da relagdo C/N
com a fonte de nitrogénio utilizada e, portanto, da rota metabdlica usada para
assimilagao do nitrogénio oferecido, quando sao comparadas as respostas obtidas
no estudo de C/N com nitrato e sal de amédnio, tendo o glicerol como fonte comum
de carbono.

Segundo Soberdon-Chavez et al. (2005) a melhor fonte de nitrogénio € o sal de
aménio, visto que concentracdes altas do ion NH;" reprimem a expressdo da
glutamina sintetase (EC 6.3.1.2), (ver explicacdo no item 2.5). Portanto, foi usado o
(NH4)2SO4 como fonte de nitrogénio, uma vez que em ensaios anteriores,
comparando-se a utilizagdo de NaNOj; com (NH4).SO4 (ndo mostrados nesse
trabalho), a produgao de ramnolipideos (expressa por ramnose) foi similar. Por isso,

deu-se continuidade ao uso de (NH4),SO4.
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5.3. OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DA PRODUGAO DE RAMNOLIPIDEOS POR
DELINEAMENTO FATORIAL

O delineamento fatorial de Box-Behnken é um planejamento experimental
utilizado para procedimentos de otimizagdo, baseados em planejamentos fatoriais. O
modelo consiste em medir a variabilidade do experimento, na repeticdo do ponto
central e mais um conjunto de pontos fatoriais ancorados no ponto central definindo
a regiao de interesse (Box e Behnken, 1960).

Para otimizar a produc¢do do biosurfactante no meio cuja principal fonte de
carbono era o glicerol, foram estudados os efeitos dos paradmetros concentragéo de
glicerol, de (NH4).SO4, em auséncia ou presenca de FeSO, aplicando um
delineamento fatorial 3> incompleto (Box e Behnken,1960). A Tabela 12 apresenta os

resultados experimentais obtidos para a resposta concentragdo de ramnose.

Tabela 12. Resultados experimentais do delineamento fatorial 3° incompleto com as
variaveis codificadas aplicadas no estudo da otimizacdo da produgcado de ramnolipideos por
P. aeruginosa UFPEDA 614

Valores Reais Ramnose
Ensaio Glicerol  (NH,),SO4  FeSO, (o)
(g/L) (g/L) (g/L)
X4 X, X3
1 30 (-1) 1(-1) 0,007(0) 2,0
2 90 (1) 1(-1) 0,007(0) 1,74
3 30 (-1) 9(1) 0,007(0) 0,63
4 90 (1) 9(1) 0,007(0) 0,42
5 30 (-1) 5(0) 0(-1) 0,57
6 90 (1) 5(0) 0(-1) 2,93
7 30 (-1) 5(0) 0,014 (1) 1,35
8 90 (1) 5(0) 0,014 (1) 0,99
9 0 (0) 1(-1) 0(-1) 2,91
10 0 (0) 9(1) 0 (-1) 2,16
11 0 (0) 1(-1) 0,014 (1) 2,39
12 60( ) 9(1) 0,014 (1) 1,37
13 0(0) 5(0) 0,007(0) 1,57
14 60 (0) 5(0) 0,007(0) 0,91
15 60 (0) 5 (0) 0,007(0) 1,06

Valores codificados entre paréntesis.
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As Tabelas 13 e 14 mostram os coeficientes de regressdo para a resposta

polinomial (Y) e a analise de variancia ANOVA para a produgcdo de ramnolipideos

(expressos em teor ramnose), respectivamente.

A Tabela 13 mostra que foram significativos (p< 0,05) a média, o termo linear

da variavel (NH4),SO4, 0 quadratico de FeSO4 e a interagdo Glicerol (X1) e FeSO,4

(X3).

Os coeficientes de regressao negativos indicam um efeito diminuidor da

producao de ramnose para a interagao Glicerol (X1) e FeSO4 (X3) e para o linear

(NH4),SOs.

Tabela 13. Coeficientes de regressao para a resposta ramnose (g/L) obtidos a partir da

Tabela 10
Fatores Coeficientes Erro t p Limite de Limite de
de Padrao Confiabilidade | Confiabilidade
Regressao - 95% + 95%
Média 1,1800 0,2721 4,3365 | 0,0074 0,4805 1,8794
Glicerol (L) 0,1912 0,1666 1,1477 | 0,3030 -0,2370 0,6195
Glicerol (Q) -0,3650 0,2452 | -1,4881 | 0,1968 -0,9954 0,2654
NH,;SO, (L) -0,5575 0,1666 | -3,3457 | 0,0204 -0,9858 -0,1291
NH4SO,4 (Q) 0,3825 0,2452 1,5559 | 0,1796 -0,2479 1,0129
FeSO, (L) -0,3087 0,1666 | -1,8529 | 0,1230 -0,7370 0,1119
FeSO, (Q) 0,6450 0,2452 2,6297 | 0,0465 0,0145 1,2754
Glicerol x | 0,0125 0,2356 0,0530 | 0,9597 -0,5932 0,6182
NH;SO,
Glicerol x FeSO, | -0,6800 0,2356 -2,885 | 0,0343 -1,285 -0,0742
NH;SO,xFeSO, | -0,0675 0,2356 | -0,2864 | 0,7860 -0,6736 0,5382

(L) termo linear; (Q) termo quadratico, (t) teste de Student, (p) probabilidade.

Tabela 14 — Analise de Variancia para a resposta ramnose considerando todos os termos

do modelo
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F caiculado F tabelado
Variagao Quadrados | Liberdade Médio
Regressao 8,0753 9 0,8973 4,039 "¢ 477
Residuos 1,1106 5 0,2221
Falta de ajuste 0,8712 3 0,2904 2,4262 " 19,16
Erro puro 0,2394 2 0,1197
Total 9,1859 14

% variacdo explicada (R?) = 87,9094; % maxima de variancia explicavel= 97,3938.




71

Os coeficientes do modelo obtido pelo delineamento fatorial estdo representados

pela equacao 3 mostrada abaixo:

Y =1,18 + 0,1912 X4- 0,3650 X,2 - 0,5575 X, + 0,3825 X2 - 0,3087 X +
0,6450 X52 +0,0125 X1.X; - 0,6800 X1.X3 - 0,0675 X».X3 (Eg. 3)

A Analise de Variancia (ANOVA) aplicada aos resultados experimentais para
Ramnose (Y), Tabela 14, explica 87,91% da variagdo de respostas (R?*= 0,8791).
Embora a falta de ajuste para a regressado seja ndo significativa, (p= 0,3052), uma
das condi¢des exigidas pelo modelo estatistico utilizado na analise de variancia é
que os erros de ajustamento sejam independentes e normalmente distribuidos. Tais
verificagcbes nado foram contempladas. Pode-se verificar no grafico da distribuicdo
dos residuos (Figura 11) que ha pontos muito distantes da equacéo prevista,
sugerindo a auséncia de normalidade dos residuos. Além disto, observam-se valores
de residuos menores para valores maiores da resposta ramnose, indicando que o

modelo se adequaria melhor para respostas de ramnose mais elevadas.
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Figura 11. Distribuicdo dos residuos fornecidos pelo modelo quadratico (Equacao 3)
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Embora este modelo n&o possa ser aplicado integralmente, € possivel obter-se
algumas conclusdes deste conjunto de experimentos, que poderdo auxiliar na
continuagao de estudos de otimizacao futuros. Com esta finalidade apresentam-se
as Figuras 12 e 13, que mostram as tendéncias previstas pelo modelo matematico.

A variavel que mais influenciou na resposta ramnose (Y) foi (NH4)2SOy,
indicando que a resposta maxima seria obtida quando o teor deste componente
fosse minimo. A limitagdo de nitrogénio no meio desempenha um importante papel
na produgao do biosurfactante, conforme ja referido anteriormente, somente quando
ocorre o esgotamento da fonte de nitrogénio ha formacdo de biosurfactante
(Ochsner et al., 1995).

A outra variavel que influenciou na resposta (Y) foi a interacdo entre as
variaveis Glicerol e (FeSO,4). Embora a fonte de carbono seja essencial na sintese
de biosurfactante, a variavel (X4) Glicerol, isoladamente parece nao influenciar a
resposta ramnose (Y) nos niveis estudados. Provavelmente niveis mais altos desta
variavel devem ser estudados, com aumento da regidao experimental referente a esta
variavel. A Figura 12 sugere que ha um efeito negativo da presenga de FeSO,4 no
meio de cultura. Estes resultados estdo de acordo com as informagdes
apresentadas na literatura (Lang e Wullbrandt, 1999; Desai e Banat, 1997, Guerra-
Santos et al., 1984), onde se sugere que concentracdes-traco de Fe?* podem
aumentar a produgdo de biosurfactante, mas acima de 2 mg a producdo de

biosurfactante pode nao ocorrer (Guerra-Santos et al., 1984).
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Figura 12. Otimizagdo da produgcédo de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614. Superficie de resposta para os efeitos FeSO, (X3) e Glicerol (X1) na resposta
Ramnose (Y), fixando-se a concentracao de (NH,).SO, (X3) = -1 (1 g/L).

Ramnaose (gL}

Figura 13. Superficie de resposta para os efeitos (NH4).SO, (X5) e glicerol (X1) na resposta
ramnose (Y) por P. aeruginosa UFPEDA 614, fixando-se a concentragdo de FeSO, (X;) = -1
(0 g/L).
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Para explicar este resultado e direcionar experimentos futuros, apesar dos
problemas apresentados pelo modelo, a partir deste conjunto de experimentos pode-se

sugerir que:

(1) O tempo de fermentagdo aqui utilizado (7 dias) nao tenha sido suficiente
para a condugdo do processo, visto que, para a produgdo de 3,9 g/L de
ramnose na otimizacao da relagdo C/N 55 (item 5.2.1) foram necessarios 9
dias;

(2) A variavel dlicerol (termo linear) ndo foi significativa dentro da faixa de
concentragdo estudada. Provavelmente um aumento nas concentragbes de
glicerol poderia influenciar mais significativamente na resposta (Figura 12);

(3) A falta de significancia da variavel FeSO,4 (termo linear) sugere que este
composto pode ser removido do meio de cultura. Isto pode ser visto na Figura
13. A significancia da interacdo FeSO, x Glicerol, mostrando um efeito
negativo pode sugerir que, além de nao ser necessario, FeSO, é prejudicial
quando combinado com o glicerol;

(4) Quanto maior a relagdo C/N, representada pela baixa concentragdo de
sulfato de amoénio e alta concentragdo de glicerol, maior podera ser a

producgao de biosurfactante.
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5.4. CARACTERIZAGAO DO BIOSURFACTANTE

5.4.1. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

5.4.1.1. Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica (CMC) e indice de
Emulsificagao (E%)

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas do biosurfactante produzido por P.
aeruginosa, foram determinados a concentragao micelar critica (CMC) e o indice de
emulsificacao (E%), usando o sobrenadante de cultura produzido de acordo com o
item 4.8.4, com 7 dias de cultivo e com um teor de ramnose de 3,9 g/L. Note-se que

aqui se utiliza os termos teor de ramnose, ramnolipideos e biosurfactante como
equivalentes.

A CMC é um importante parametro que indica qual € a concentragdo minima
necessaria de biosurfactante em solu¢cado para que ocorra um abaixamento maximo

de tensdo superficial e interfacial, onde menores concentragbes adicionadas

representariam
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mg/ L) ocorreu quando a tensao superficial foi de 30 mN/m (Figura 14), que é muito
mais baixa (27-54 mg/L) do que aqueles reportados para outros biosurfactantes
(Soberdon-Chavez et al., 2005) e para outras cepas de P. aeruginosa - 120, 108,8, e
19 mg/L respectivamente reportados por Benincasa et al. (2004), Haba et al. (2000),
Santa Anna et al. (2001).

Figura 14. Determinacdo da Concentragdo Micelar Critica (CMC) em funcdo da tensao
superficial (mN/m), utilizando-se diferentes diluicbes do sobrenadante de cultura contendo o
biosurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614.

O indice de emulsificacdo do biosurfactante depois de 24 h (Figura 15) foi
mais elevado para o tolueno (E = 86,4%) do que para os outros hidrocarbonetos (E
médio de 60 a 70%). Depois de um més, as diferengas entre os valores de E para
todos os hidrocarbonetos testados diminuiram, apresentando meédias entre 55 a
70%, sendo a emulsdo com o querosene a mais estavel, Ezp= 67,9%. Estes
resultados mostraram que o biosurfactante produzido por P. aeruginosa possui uma
excelente capacidade emulsificante mostrando a viabilidade de desenvolvimento de
diferentes aplicagdes, notadamente as ambientais (Nistsche et al., 2005, Sheppard e
Mulligan, 1987).
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Figura 15. indice de Emulsificacdo (E, %) do biosurfactante produzido por Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 614 com varios hidrocarbonetos apdos 24 h (O) e apds 30 dias( ) Os

resultados representam valores médios de duplicatas.

5.5. CARACTERIZAGAO QUIMICA E ESTRUTURAL

Segundo Mata-Sandoval et al. (1999), os biosurfactantes produzidos por
cepas de Pseudomonas sao constituidos de uma mistura de compostos do tipo
ramnolipideos que determina as suas propriedades tensioativas e cuja composicao
pode variar em fungdo do microrganismo, da composi¢cdo dos meios, das condigbes
de processo e da idade da cultura.

Até este ponto do trabalho, as evidéncias de producao de glicolipideos, além
do descrito na literatura, eram o teor de agucares expressos em ramnose, € a
formacao de dois compostos com valores de Rf de 0,75 e 0,41 mostrados na Figura
10 (CCD).

O objetivo desta etapa do trabalho, portanto, foi o de caracterizar a
composi¢cado da mistura de glicolipideos produzida por P. aeruginosa UFPEDA 614 e
se possivel, correlacionar a composicdo com as propriedades tensioativas da

mistura.

5.5.1. Purificagao das fragées contidas na mistura de biosurfactantes
produzidos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614
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O sobrenadante de cultura (7 dias de cultivo) foi extraido e purificado em
coluna de silica-gel (conforme item 4.7.2), o que resultou em 4 g do biosurfactante
parcialmente purificado. Uma parte deste extrato (4 g) foi diluida 10 vezes com
CHCI3:MeOH (2:1). Parte deste material foi novamente purificado por CCD
preparativa. Na placa (Figura 16) observou-se novamente duas bandas visualizadas
com orcinol, com Rfs de 0,71 e 0,36, confirmando os resultados prévios mostrados
na Figura 10. De acordo com Arino et al. (1996), esses valores de Rf (0,71 e 0,36)
sao consistentes com os tipos de mono e diramnolipideos, respectivamente.

As bandas foram entdo recuperadas pela raspagem das manchas e eluidas
com uma nova por¢ao de solventes, resultando em duas fragdes, aqui chamadas de
Fi (11,35 mg) e F, (20,26 mg), que foram posteriormente analisadas

separadamente, como descritas abaixo (item 5.6.1 € 5.7).

Rf 0,71—

Rf 0,36—

Figura 16. Cromatografia em camada delgada preparativa da amostra purificada (diluida 10
vezes) do biosurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614. Sistema de
solventes CHCI;:MeOH:H,0 (65:15:2), desenvolvido com orcinol:H,SOy4; F;, Rf 0,71; F,, Rf
036.

A partir deste ponto do trabalho, considerando as informagdes da literatura e
as evidencias experimentais, passa-se a utilizar o termo glicolipideos para designar

os compostos contidos no sobrenadante de cultura produzido por P. aeruginosa.

5.6. CARACTERIZACAO QUIMICA DAS FRACOES

5.6.1. Analise dos Acidos Graxos e Carboidratos

A composicado dos acidos graxos das fragdes purificadas, F1 e F2 (1 mg de
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cada), foi determinada por CG-EM na forma de ésteres metilicos acetilados (Tabela
15). Em ambas as frag¢des, o acido graxo mais abundante (cerca de 70%) foi o acido
3-hidroxidecanoico (C4p.0). Outros acidos graxos foram encontrados em menores
quantidades e identificados como 3-hidroxidodecandico (C12., cerca 10% para F4,
de 16% para F;), 3-hidroxidodecendico (C+2.1, cerca de 12 % para ambas F4 e F;) e

o acido 3-hidroxioctandico (Cs.o, cerca de 9% para F1 e 2% para F»).

Tabela 15. Composi¢ado dos acidos graxos presentes nos glicolipideos (fracbes F; e F5)
produzidos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 determinada por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Acido Graxo ? R, % F4 % F, Principais fragmentos

Massa (m/z)

Cioo 4,457 68,4 68,8 81, 110, 153, 185, 201

Ci20 5,031 10,4 16,2 96, 155, 181, 213, 229

Ci2:4 5,080 12,0 13,0 79, 94, 121, 136, 149, 178,
211

Cso 3,955 9,3 2,0 109, 125, 152, 173

a) Esteres metilicos de acidos graxos acetilados analisados por CG-EM (coluna DB-23), gas
de arraste (He) fluxo de 1mL/min.
b) R; — tempo de retengédo em min, de 50°C a 215 ° C (40 ° C min™).

A composi¢cao em monossacarideos dos glicolipideos das fragbes F1 e F; foi
determinada na forma de derivados de alditéis acetatos, mostrando
predominantemente a presenca de ramnitol, o que confirmou a presenca da
ramnose em ambas as fragdes. A analise de metilacdo da fracdo F; mostrou
somente a presencga do derivado metilado 2,3,4-Me3z-Ram, que corresponde a uma
unidade de ramnose posicionada exclusivamente na extremidade n&o-redutora,
como mostra a fragmentacédo primaria (m/z 161, 175 e 131), e a fragmentagéo
secundaria (m/z 101 e 115) (Tabela 16) e que sugere que esta fragcdo seja

composta por um monoramnolipideo.
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Os dados mostrados na Tabela 16 também mostraram a presenca de
unidades monossacarideas substituidas em F,, com os derivados 2,3,4-Mes-Ram e
3,4-Mex-Ram, o que indica a existéncia de um diramnolipideo em F;, cuja
extremidade nao-redutora esta ligada ao C-2 da unidade da ramnose. Os derivados
obtidos da fracdo F, mostraram como fragmentos de massa primarios m/z 189, e

secundario m/z 115, 129.

Tabela 16. Analise de acetatos de alditdis parcialmente O—metilados obtidos das fracbes
metiladas (F, e F,) isoladas do biosurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614

Acetatos de Principais Principais Ligacao
alditéis O-Me *? fragmentos (m/z) fragmentos (m/z)
Fi F2
2,3,4-Me;-Ram 101, 115,131*, 101, 115, 131%, 161*%, t-Ram
161*, 175* 175*
3,4 Me,-Ram - 115, 129, 189* 2-Ram

t-Ram, extremidade n&o redutora ligada a ramnose
(*) pico chave para fragmento primario
4. acetatos de alditois O-Me analisados por CG-EM (coluna DB-23), gas de arraste (He)

fluxo de 1mL/min.

Portanto, nesta etapa do trabalho concluiu-se que o biosurfactante produzido
por P. aeruginosa UFPEDA 614 era composto por uma mistura de glicolipideos,
cujas fragbes principais, ja evidenciadas mesmo em ensaios prévios por CCD
(Figura 10) sao formadas por um monoramnolipideo (F¢, Rf 0,71, Figura 16) e por
um diramnolipideo (F», R 0,36, Figura 16). Ficou evidenciado também que os acidos
graxos mais abundantes presentes nas fragdes foram C4y com tragos de Cg, Ci2 €
Ci21.

Em seguida, foram determinadas as posi¢cdes das ligagbes e a estrutura dos

glicolipideos produzidos por P. aeruguinosa.
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5.7. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DOS GLICOLIPIDEOS

5.7.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As estruturas de F; e F, foram confirmadas pelas analises espectroscopicas
de RMN, 1 D e 2 D baseadas nos experimentos de HMQC, COSY, TOCSY e
ROESY. Os deslocamentos quimicos (3) do "*C e 'H s&@o mostrados na Tabela 17,
cujos espectros de RMN de "*C, TOCSY e COSY estdo no Anexo 1.

Nos glicolipideos presentes em F4, 0 espectro de RMN 3C mostrou os sinais
situados entre & 22,1 a 34,1 que podem ser atribuidos ao grupo -CH, da regiao
lipidica, e os sinais em & 13,9, ao grupo -CHj. Os deslocamentos quimicos (8) nos
espectros de RMN °C da regigo éster e do grupo-COOH apareceram em & 171,7 e
0 174,3, respectivamente. O espectro HMQC mostrou um sinal na regido anomérica
do C-1 em & 4,68/96,1, sugerindo uma ligacdo B-L-Rhap (1’<1)-hidroxiacido graxo
(Figura 17). A configuragdo da ligagdo Rhap (ramnopiranosideo) foi determinada
pelo espectro de RMN '3C acoplado, fornecendo uma constante de acoplamento, Jc.
n = 168 Hz, que pode ser atribuida a unidade de B-L-Rhap. O sinal mais importante
foi obtido pelo espectro ROESY, onde se observa a correlagdo (cross peak) em &

4,68/4,07, que confirma a ligacdo B-L-Rhap (1’—1)-hidroxiacido graxo.

Tabela 17. Dados espectroscopicos de RMN de 'H e ™C dos glicolipideos (fragdes F;,
monoramnolipideos e F,, diramnolipideos) contidos no biosurfactante produzido por

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 (& expressos em p.p.m)

Carbono F, F2
5'H 5 C 5'H 5 C
c-1 4,68° 96,1 4,742 94,9
c-2 3,62 71,2 3,57 79,42

C-3 3,83 67,8 3,56 68,5




82

C-4’ 3,20 73,0 3,26 72,5
C-5' 3,54 70,7 3,59 70,51
C-6' 1,14 16,7 1,10 16,4
C-1 - - 4,73 102,5
C-2” - - 3,86 70,4
C-3” - - 3,4 68,1
C-4” . - 3,13 73,3
C-5" - - 3,56 70,9
C-6” . - 1,11 17,2
C-1 4,07° 71,4 4,05 71.6
C-2 2,32 39,3 2,28 39,4
C-3 171,7 . 171,6
-COOH . 174,3 . 173,8
-CH5" 13,9/13,8 - 14,0
C-4 5,24 70,8 5,24 70,8
C-5 2,38 39,3 2,38 38,9
-CH,"° 1,13/1,14 22,14/34,1 1,37/1,40 22,1/34,2

Deslocamentos quimicos (8) expressos em ppm de glicolipideos; a - cross-peak ROESY,
b - Sinais na regiao lipidica
Nos glicolipideos presentes em F», o espectro de RMN "*C mostrou sinais na

regiao lipidica em & 14,0, que podem ser atribuidos ao grupo -CH; e em 6 22,1 a
34,2, que podem ser atribuidos ao grupos -CH,. Os sinais em & 171,6 e 6 173,8
foram atribuidos a regido éster e ao grupo -COOH, respectivamente.

No espectro HMQC, as correlagbes (cross-peaks) da regiao do C-1
mostraram dois sinais: um em 0 4,74/94,9 e outro em 4,73/102,5, sugerindo ligagbes
do tipo B-L-Rhap (1’—1)-hidroxiacido graxo e B-L-Rhap (1"—>2’)-B-L-Rhap
respectivamente (Figura 18). Como para F4 ambas unidades de Rhap sao B-L-Rhap,
com uma constante de acoplamento Jcy = 168 e 169 Hz, tipica de uma

configuragdo [(-L-Rhap. No espectro ROESY, as correlagdes (cross-peaks) em &
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4,74/4,05 e 4,73/3,57 confirmaram a ligagao B-L-Rhap (1’—1)-hidroxiacido graxo e o
C-2' O- substituido na unidade B-L-Rhap (6 79.4), respectivamente.

As técnicas de RMN possibilitaram o esclarecimento da configuracdo dos
glicolipideos contidos na fracdo F¢ e na fragdo F», cujas estruturas estdo mostradas
nas Figuras 17 e 18. Ambas as fragbes possuiam uma configuragdo B-L-Rhap.
Além disto, permitiram confirmar a posicdo da ligacdo entre a (s) unidade (s) de
ramnose e a cadeia de acidos graxos, mas ainda ficou por esclarecer a composi¢ao
dos homdlogos dos ramnolipideos, bem como a posigdo dos acidos graxos nos
glicolipideos produzidos por P. aeruginosa UFPEDA 614, que foram determinadas

pelas técnicas de ESI-MS .
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Figura 17. Espectro parcial de 2 D RMN (HMQC) dos glicolipideos presentes na fragéao F
(monoramnolipideos) isolada do biosurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614. (B) regido anomérica & 4,68/96,1 sugerindo uma ligacado B-L-Rhap (1'—1)-

hidroxiacido graxo.

5 1 2 ?l) 4 5 (|D|
HO T~ o, O—(I:H—CHZ—C—O—(IDH—CHZ—C—OH I
N—z " (CH2)n (SH2n 2 e
OH Shg CHs H&/CH™
o le)
2 CH ©,
4" Ha .
—rs «
OH OH =3
E="
HS5/C5
& H2/C2
H3/C3"
H-2/C 2--\:/3;(:3“
. IS, HS5/CS5
S H-1-'C-_1_\. —" H4/CA
H5/C5" == H4/C4"
e HZ/C2"
e H-1/CA
e H-1/C1"
| I I | | 1 L | || I L]
55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

PPpm

-
=}

& 8 3 83 & & 8 B

1

g

PpPpmM

Figura 18. Espectro parcial de 2 D RMN (HMQC) dos glicolipideos presentes na fragao F,
(diramnolipideos) isolada do biosurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 614; & 4,74/94,9; 4,73/102,5, sugere as ligagbes B-L-Rhap (1’<>1)-hidroxiacido

graxo e B-L-Rhap (1”—2’)-B-L-Rhap.
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5.7.2. Espectrometria de Massa por lonizagao Electrospray (Electrospray-
lonisation-Mass-Spectrometry, ESI-MS) das fragoes isoladas do biosurfactante
(F1 e Fz)

As analises por ESI-MS no modo negativo forneceram a composi¢do dos
homologos dos ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa UFPEDA 614 quando
cultivada em meio liquido, tendo o glicerol como fonte de carbono. As Figuras 19 e
20 ilustram os principais ions (m/z 504 e 650), obtidos das fragdes F1 e F2, que foram
consistentes com as estruturas Ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha-
C10-C10) e pB-a-Ramnosil (1—2)-Ramnosil- B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato
(Rhay-C10-C1g), respectivamente. ions menores foram obtidos da fragdo Fy m/z 476
(consistente com Rha-Cg-C19 ou Rha-C4o-Cg), m/z 529 (consistente com Rha-Cqo-
C12:1 ou Rha-C42.4-C19) € m/z 531 (consistente com Rha-C4p-C12 ou Rha-C2-Cp)
(Figura 19). lons menores também foram obtidos para a fracdo F, m/z 622
(consistente com Rhay-Cg-C1p ou Rhay-C19-Cs), m/z 676 (consistente com Rhaz-C1o-
C12:1 ou Rhaz-C12.1-C19) € m/z 678 (consistente com Rha-C19-C12 ou Rhay-C42-C1p)
(Figura 20).

Além destas analises por ESI-MS, que confirmaram estrutura e a posi¢cao dos
acidos graxos, os glicolipideos contidos nas fragées F; e F, foram submetidas ao
modo de fragmentagdo Tandem-MS. O ion principal de F1 (m/z 504 - Rha-C4p-C1o)
resultou no fragmento m/z 333, correspondendo a ruptura da ligagao da cadeia
ramnose-alquilica em m/z 169, (Figura 19 B).

O modo de fragmentacdo Tandem-MS também foi conduzido em cada um
dos ions menores obtidos em F4 (Figura 19). O menor ion de F1 em m/z 476
forneceu os fragmentos menores m/z 305 e 333, consistentes com as estruturas
Rha-Cg e Rha-C1y, respectivamente. Para o ion em m/z 529, foi obtido o fragmento
m/z 333, correspondente a Rha-C1, mostrando ser esta a unica possibilidade, visto
que, o menor fragmento esperado para o Rha-Cq2.1, m/z 359, ndo estava presente,
indicando que o acido graxo hidroxinsaturado (C12.1) ndo estava diretamente ligado a
molécula ramnosil. Em outras palavras, a unica possibilidade de estrutura € Rha-C1o-
C12:4. O ion em m/z 531 forneceu duas fragmentagbes menores, uma em m/z 333 e
outra em m/z 361, representadas pelas estruturas Rha-Ciy e Rha-Cyy,
respectivamente. Estes resultados indicam que os acidos graxos saturados podem
alterar sua posigcdo em relagdo a molécula ramnosil, enquanto o acido graxo

insaturado estaria presente exclusivamente na porgéo terminal do ramnolipideo.
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A fragcao F, também foi analisada por Tandem-MS, e o ion principal em m/z
650 (Rhay-C40-C10), mostrou fragmentos menores, que representam a quebra da
ligagédo éster entre as cadeias alquilicas, liberando Rhax-Cqo (m/z 479) e a unidade
hidroxildecanoato (m/z 169). Em m/z 163 foi observada uma unica unidade de
ramnose (Figura 20 B).

Como em F4, Tandem-MS foi conduzida nos ions menores presentes em F»,
tornando possivel a determinagcdo da posicao dos acidos graxos presentes na
estrutura. O ion em m/z 622 (correspondendo as estruturas Rhay-Cs-C1o ou Rhas-
C10-Csg) forneceu os fragmentos menores em m/z 451 (Rhax-Cg) e m/z 479 (Rhay-
C10), ambos representando a liberacdo do segundo acido graxo. O fragmento em
m/z 676 forneceu um unico fragmento em m/z 479, correspondendo a Rhay-C4p. O
ion em m/z 505, correspondente a Rhay-Ciz.1, ndo estava presente. Como foi
observado em F4, a fragdo F, também apresentou um acido graxo hidroxinsaturado
(C12:1) presente somente na posigao terminal do ramnolipideo, indicando ser esta a
unica possibilidade, correspondente a estrutura Rha,-C19-C12.1. O ion em m/z 678,
representando as estruturas Rha,-C49-C+2 € Rhay-C12-C1¢ mostrou ions em m/z 479
(Rhaz-C10) e m/z 507 (Rhaz-C42), confirmando que os acidos graxos saturados
podem ocupar qualquer posi¢cao na estrutura.

A completa elucidacéo das estruturas de F4 e F, esta representada na Tabela
18, que fornece também a composicdo estrutural e a abundancia relativa (%) da
mistura de ramnolipideos, calculadas pela intensidade relativa de seus
correspondentes ions [M — H]" ou fragmentos. Para os ramnolipideos Rha-C4¢-Co,
Rha-C+0-C12:1, Rhaz-C19-C1o, Rha,-C10-C12:1, @ abundancia relativa foi calculada pela
integracdo das intensidades de seus ions (m/z 504, 529, 650 e 676
respectivamente). Para os pares dos isémeros Rha-C4y-Cg/Rha-Cg-C19, Rha-Cy2-
C10/Rha-C1p-C12, Rhay-C1p-Cs/RhaCs-C1p € Rhay-C12-C1¢/Rhaz-C19-C12 com 0 mesmo
valor de m/z, a abundéancia foi determinada pela intensidade relativa de seus
fragmentos-chave (ver Tabela 18), produzidos pela remogéo dos acidos graxos que
nao estavam diretamente ligados a unidade ramnosil. Por exemplo, para os pares
isoméricos Rha-Cg-C1o/Rha-C1o-Cg (m/z 475), procedeu-se o calculo medindo-se a
intensidade relativa dos fragmentos m/z 305 (Rha-Cg-C19) € m/z 333 (Rha-C10-C1), €
multiplicando-se estes valores pela intensidade do seu ion comum m/z 475 (Déziel
et al., 1999). O mesmo procedimento foi realizado para os isébmeros Rha-Ci,-
C10/Rha-C1¢-C12, Rhay-C1-Cs/Rhay-Cs-C1 € Rhay-C12-C1o/Rhay-C1o-Ciaz.
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Tabela 18. Composicdo quimica e abundancia relativa da mistura de ramnolipideos

produzidos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614

Estrutura Fragmentagoes [M-H] Abundancia
m/z m/z Relativa (%)
Rha-Cs-C1o 103,141,169, *305 476 11,7
Rha-C+,-Cs 103,141,169,*333 476 5,8
Rha-C4,-C1g 103,119,163,169,187,333 504 72,2
Rha-C1p-C12:1 103,119,169,*333 529 5,8
Rha-C1o-C12 103,163,169,197,*333 531 2,9
Rha-C1,-C1o 103,163,169,197, *361 531 1,6
Rhay-Cs-C1o 103, 141,169,205,*451 622 5,3
Rha,-C40-Cs 103, 141,169,205,*479 622 2,2
Rha,-C1¢-C1o 145,163,169,205,246,479 650 77
Rha,-C19-C12:1 103,169,205,247,*479 676 7,4
Rhay-C10-C12 103, 143, 145, 163, 169, 197, 678 6,2
205, 247, *479
Rhay-C12-C1o 103, 143, 145, 163, 169, 197, 678 1,9

205, 247, *507, 553

ESI-MS no modo Negativo.

* fragmentos-chave que determinam a seqUéncia das ligagdes ramnosil e acidos graxos

hidroxilados.

As letras em negrito indicam a fragmentag&o que originaram os fragmentos-chave.
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Figura 19. Espectrometria de massa (ESI-MS), modo ion negativo dos monoramnolipideos
contidos em F4. (A) Os ions mostram a provavel estrutura: Rha-Cg-C4¢/Rha-C4-Cg, Rha-Cyo-
C1o, Rha-C49-C12.4 € Rha-C4o-C42/Rha-C4,-Cyo. B) Estrutura do monoramnolipideo mostrando

os perfis de quebra obtidos por Collision-induced dissociation (CID) a m/z 504.10.
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Figura 20. Espectrometria de massa (ESI-MS), modo ion negativo dos diramnolipideos

contidos em F, . (A) Os ions mostram a provavel estrutura: Rha,-Cs.C1o/ Rha,-C19-Cg, Rha,-
C10-C1o, Rhap-C1p-Ci2:1 € Rhay-Cyp-Ci2/Rhay-Ci2-Cio. (B)

mostrando os perfis de quebra obtidos por Collision-induced dissociation (CID) a m/z 650.

Estrutura do diramnolipideo
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5.7.3. Discussao dos resultados referentes a Caracterizagao Molecular e
Estrutural do biosurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
614

Os resultados correspondentes a determinacdo estrutural da mistura de
ramnolipideos mostraram que P. aeruginosa UFPEDA 614, nas condi¢des de cultivo
adotadas neste trabalho, para o glicerol como fonte principal de carbono, produziu
uma mistura de ramnolipideos contendo 12 homdlogos incluindo os
monoramnolipideos (6) Rha-C1,-C+10, Rha-C¢-Cgs, Rha-Cg-C1p, Rha-C1p-C12.1 € Rha-
C12-C10, Rha-C10-C12 e os diramnolipideos (6) Rhay-C1o-C19, Rhaz-C10-Cs, Rhaz-Cs-Cip,
Rhaz-C19-C12:1, Rhaz-C12-C19 € Rhax-C10-Ci2.

Os principais ramnolipideos encontrados foram Rha-C1y-C1o € Rhaz-C1¢-Cio,
sendo o Rha,-C4o-C1p 0 mais abundante (ver Tabela 18). Usando a técnica ESI-MS,
foi possivel distinguir os pares isoméricos Rha-C1-Cg/Rha-Cs-C1o, Rha-C1-C12/Rha-
C12-C19 Rhay-C49-Cs/Rhas-Cs-C1g € Rhas-C12-C1o/Rhas-C1o-C+2. Esta técnica também
mostrou que, para cada par isomerico, o homologo com a cadeia mais curta de
acido graxo adjacente a molécula de agucar foi sempre mais abundante do que o
homologo com a cadeia mais longa. O &acido graxo insaturado Cq,.41 somente foi
encontrado na posicao terminal do ramnolipideo e para cada diramnolipideo
encontrado teve o seu homo6logo monoramnolipideo,

A Tabela 19 compara os resultados obtidos com os reportados na literatura

para as outras cepas de P. aeruginosa.

Geralmente, os principais ramnolipideos encontrados na mistura de
glicolipideos sdao Rha-C1p-C1p € Rhaz-C1o-C19, como foi também o caso deste
trabalho. Segundo Burger et al. (1963), que apresentam o metabolismo de sintese
dos dglicolipideos, o monoramnolipideo Rha-C1,-C+1o € precursor do diramnolipideo
Rhay-C10-C1o. Isto sugere que, para cada diramnolipideo presente, um homdlogo
monoramnolipideo deveria também ser encontrado. Porém, isto nem sempre é
verdadeiro, e ainda nao estda bem esclarecido (Déziel et al., 1999). A presenca
destes homdlogos pode depender muito da variedade de cepas utilizadas e ao modo
de conducdo do processo, como por exemplo, o crescimento em aerobiose ou
anaerobiose, a imobilizagcdo das células bacterianas, uso de células em repouso, a
idade da cultura, e a composi¢cao dos meios de cultura (Mata-Sandoval et al., 1999).

Por exemplo, para a cepa P.glumae Manso Pajarron et al. (1993) encontraram em
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maior abundancia os diramnolipideos Rha,-C1o-C19 € Rhay-C14-C14

Os numeros de homodlogos reportados na literatura variam de 4 a 28
(Soberén-Chavez et al., 2005; Lang e Wullbrandt, 1999). Ramnolipideos contendo
somente uma unidade de acido graxo B-hidroxilico tém sido reportados (Haba et al.,
2003b; Abalos et al., 2001; Déziel et al., 1999). No presente trabalho n&o foram
encontrados estes compostos, podendo-se sugerir que nao foram produzidos devido
as diferencas entre a variedade de cepas ou as condicoes de fermentagdes

utilizadas.

Déziel et al. (1999) sugeriram que ramnolipideos contendo somente uma
unidade de acido graxo B-hidroxilico sejam produtos derivados da hidrolise dos
isdbmeros contendo dois acidos graxos e que seriam produzidos sob condigbes
estressantes para o microrganismo, como por exemplo, a presenca de solventes
organicos ou compostos toxicos no meio de fermentagdo. Ja Burger et al. (1963)
propuseram que ramnolipideos com uma unica molécula de acido graxo poderiam
ser produzidos a partir de uma outra rota de biossintese de ramnolipideos.

As abundancias relativas dos homdlogos menores  variaram
significativamente. Neste estudo os menores homaologos continham os acidos graxos
B-hidroxi Cg, C10 € C12, com a predominancia de C4o. Homdlogos contendo os acidos
graxos saturados Cg e Cq, também foram encontrados por outros autores (Haba et
al., 2003a; Abalos et al., 2001; Déziel et al., 1999). O acido graxo insaturado C12.1
somente foi encontrado na posicao terminal do ramnolipideo, ao contrario do
trabalho de Déziel et al. (1999) que o encontraram em ambas as posi¢des. Além do
homologo Rha-C1o-Cq2.4, Déziel et al. (1999), reportaram outro ramnolipideo
insaturado, o Rha-C4o-C14.1. Em outro trabalho, Deziel et al. (2000) reportaram
ramnolipideos com duas cadeias diferentes de acidos graxos B-hidroxilicos, a cadeia
mais curta de acidos graxo B-hidroxilicos adjacente a unidade de agucar era sempre

o homdlogo mais abundante do que o homdélogo de cadeia mais longa.

As misturas resultantes dos homodlogos determinam as propriedades dos
biosurfactantes e mesmo pequenas diferengas na composicdo da mistura podem

levar a mudanga relativamente grande nas propriedades fisico-quimicas.

Por exemplo, os monoramnolipideos sdo menos soluveis, adsorvem mais
fortemente junto a superficies, requerem maiores valores de CMC para a

solubilizacdo de hidrocarbonetos e ligam-se a metais catidnicos mais fortemente do
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que os correspondentes homdlogos diramnolipideos (Perfumo et al., 2006).

Um dos fatores mais importantes na elucidacdo da composi¢ao da mistura de
homdlogos é a metodologia de analise utilizada, pois a completa elucidagao das
estruturas envolve a utilizagdo de métodos caros e que demandam tempo. Muitos
trabalhos mostram apenas a composi¢cao qualitativa da mistura, sem fazer a
quantificacdo, o que torna dificil a comparacdo dos resultados. Dos trabalhos
citados, apenas Déziel et al. (1999), Haba et al. (2003b) e Benincasa et al. (2004)
utilizaram metodologia HPLC/MS usando ESI que permitiu a elucidacdo das
estruturas. Entretanto, os meios e as cepas utilizadas foram diferentes, o que pode

explicar as diferengas encontradas entre nossos resultados e de outros trabalhos.

Arino et al. (1996) e Perfumo et al. (2006) usaram a mesma fonte de carbono
(o glicerol), que o do presente trabalho. Infelizmente, esses autores caracterizaram a
composi¢cao da mistura de ramnolipideos somente em termos da composi¢cao de
acidos graxos, e nao separaram nem quantificaram os pares isomeéricos Rha-Ci,-
C1o/Rha-C1p-C42 € Rhay-C12-C1o/Rhay-C+o-C12. Devido a isto, ndo foi possivel uma
comparacao direta entre os dois trabalhos, o que poderia ter sido util na

determinacao da participacdo da cepa na composi¢cao da mistura de ramnolipideos.

No presente trabalho a técnica de ESI-MS esclareceu a estrutura da mistura
dos ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa UFPEDA 614 fornecendo a
sequéncia dos acidos graxos nos glicolipideos e a massa molar e a abundancia

relativa de todos os homologos encontrados.



Tabela 19. Composicao da mistura de ramnolipideos produzidos por diferentes cepas

Pseudomonas aeruginosa

Mono-ramnolipideo

(2 acido graxos)

Di-ramnolipideo

(2 acidos graxos)

Mono/Di-ramnolipideo

(1 &cido graxo)

Referéncia

Principal fonte de Carbono = Glicerol (nUmero de homdlogos encontrados = 12)

*Rha-C10-C10
Rha-Cg-Cm

Rha-C,y-Cs
Rha-C+2-Cyg
Rha-Co-C1,
Rha-Co-C12.1

Glicerol (10)
Rha-C1o-C1o
Rha-C12 -C10

Rha—C10—C12

*Rha,-C19-C1o
Rhaz-Cg-Cm

Rha,-C4o-Cs
Rhay-C12-Cyo
Rha,-C4¢-C12
Rhay-C1o-C12:4

Rhay-C10-C1o
Rhaz-Cg-Cm

Rhaz-Cm-Cg
Rhay-C12-Cyo
Rhay-C1o-C12

Oleo de fritura de soja (2)

n.d.

Soapstock (6)
Rha-C+-C12:4
Rha—C10—C12

*Rha-Cm-Cm

Acidos graxos do residuo do 6leo de soja (9)

*Rha-Cm-Cm
Rha-C1o-C12:1

Rha-C12-C12_

Rhay-C1o-C1o
Rhay-C1o-C12

*Rha,-C19-C1o
Rhay-C1o-C12

Rhay-C1o-Ci2:1

*Rha,-C19-C1o
Rhaz-C10-C12:1

Rhay-C10-C12

n.d. (n&o detectado)

Rhag-Cm
Rha-C10

n.d.

n.d

Rha-Cg.4
Rha—C12;2

Este trabalho

Perfumo et al. 2006

Thanomsub et al. 2006

Benincasa et al. 2004

Haba et al. 2003b
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Tabela 19. Composicao da mistura de ramnolipideos produzidos por diferentes cepas

Pseudomonas aeruginosa (Continuagao)

Oleos de fritura (14)

*Rha-Cm-Cm
Rha-C10-C2;4

Rha-C4y-C1-
Rha-C4,-C1q
Rha-Cg.Cqg
Rha-C,y-Cs
n.d.

Oliva/girassol
*Rha-C10-C10

Rhay-C10-C1o
Rhaz-C1o-C12:1

Rhay-C1o-C12
Rhay-C12-Cqo
Rha,-Cg.C1g
Rha,-C4o-Cs
Rhay-C1o-C14:4

*Rhaz-Cm-Cm

Residuos oleo de soja refinado (5)

*Rha-Cm-Cm
Rha-C1o-C12
Rha-C42.1-Cyo

Corn oil (4)
Rha-C10-C1o

*Rha,-C19-C1o

Rhay-C10-C12
Rhaz-C10-C12-H

Manitol e naftaleno (28)

*Rha-C10-C10
Rha-Cg-Cm

Rha-C4y-Cs
Rha-C+2-Cyg
Rha-Co-C1,
Rha-C4,-C1,
Rha-C+-C12:4
Rha-C42.-C1o
Rha-Cg-Cg

*Rhaz-Cm-Cm
Rhaz-Cg-Cm

Rhay-C4o-Cs
Rhay-C12-Cyo
Rha,-C4¢-C12
Rhay-C45-C12
Rhay-C1p-Ci2:1
Rhay-C12:1-C1o
Rha,-Cg-Cs

Rha-Cj2

Rhaz- C12

Rha-Cz,
Rha-Cg;z

n.d

) Rha-C10,
Rha-C12

Rha-Cg
Rha,-Cg
Rha,-C4q
Rhay-Cqz-4
Rhay-C4»

Haba et al. 2003b

Haba et al. 2003a

Abalos et al. 2001

Mata-Sandoval et al.
1999

Déziel et al. 1999
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Tabela 19. Composicao da mistura de ramnolipideos produzidos por diferentes cepas

Pseudomonas aeruginosa (Continuagao)

Rhay-C12.4-Cy2
Rhaz-C1o-Ci4:1
Rhay-Cg-Ci24

Substrato n&o especificado (7)

Glucose (14)
*Rha-Cm-Cm

Rha-Cg-C1g
RhaC;o-Cs
Rha-C+2-Cyg
Rha-Co-C1,
Rha-C4,-C1,
Rha-C+-C12:4

Rhaz-Cg-Cm
*Rhaz'C14'C14
Rhaz-Cm-Cg

'Rhay-C1¢-C1o
Rha,-C4,-C1g
Rhay-C14-C12
Rha,-C16-C14

Rhay-C10-C1o
Rhaz-Cg-Cm

Rhay-C4o-Cs
Rhay-C12-Cyo
Rha,-C4¢-C12
Rhay-C4,-C1-
Rhay-C1p-C2:1

n.d

n.d.

Manso Pajarron et al.
1993

Rendell et al. 1990

*ramnolipideos ndo predominantes na amostra

95



96

6. CONCLUSOES

(1) Estudos da producgao de biosurfactantes de P. aeruginosa UFPEDA 614

Resultados obtidos nas fases iniciais deste trabalho mostraram que, utilizando-se o
glicerol como principal fonte de carbono e uma fonte inorganica de nitrogénio, a
maior producdo do biosurfactante ocorre quando ha uma limitacdo da fonte de
nitrogénio, caracterizada por uma relagdo carbono-nitrogenio (C/N) de 55. Neste

caso, obteve-se um maximo de 3,9 g do biosurfactante por litro de meio de cultura.

A analise dos resultados referentes a otimizagao da produg¢ao do biosurfactante por
delineamento fatorial estudando os efeitos dos parametros concentragédo de glicerol,
de (NH4)2SO4, em auséncia ou presenca de FeSO, forneceram um modelo
matematico que explica 87,91% da variagdo de respostas. Embora a falta de ajuste
para a regressao tenha sido nao significativa, (p= 0,3052), os erros de ajustamento
nao se apresentaram normalmente distribuidos, mostrando que o modelo ndo pode
ser aplicado integralmente. Entretanto, é possivel obter-se algumas conclusdes
deste conjunto de experimentos, que poderao auxiliar na continuagao de estudos de

otimizacao futuros, sendo as principais:

A variavel glicerol (termo linear) ndo foi significativa dentro da faixa de
concentracdo estudada. Provavelmente um aumento nas concentragbes de

glicerol poderia influenciar mais significativamente na resposta

A falta de significancia da variavel FeSO4 (termo linear) sugere que este

composto pode ser removido do meio de cultura.

Relagdes C/N elevadas, representadas pela baixa concentracao de sulfato de
amoOnio e alta concentragéo de glicerol, poderiam propiciar uma maior produgao

do biosurfactante.
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(2) Caracterizagao Fisico-Quimica e Estrutural

O biosurfactante produzido por P. aeruginosa UFPEDA 614 apresentou excelentes
propriedades tensioativas, com uma baixa concentragdo micelar critica (CMC,13,9
mg/L), sendo capaz de produzir emulsdes de hidrocarbonetos com elevada
estabilidade apds 24 h (E=60-86%) e que se mantém estaveis (E=55 a 70%) por no

minimo 30 dias.

O biosurfactante € produzido na forma de uma mistura de ramnolipideos, constituida

por monoramnolipideos e diramnolipideos.

Os acidos graxos mais abundantes foram o acido 3-hidroxidecandico (Cqo.9) com
tracos de: 3-hidroxioctandico (Csy), 3-hidroxidodecandico (Ci20) € 3-

hidroxidodecendico (C12:1).

As analises de metilacao por GC-MS aliadas a outras técnicas (ESI-MS e RMN 1 D,
e 2 D ) mostraram que os ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa UFPEDA 614
sdo formados principalmente pelo diramnolipideo, B-a Ramnosil (1—2)-Ramnosil—3-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rhaz-C1o-C10) e pelo monoramnolipideo,

Ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (Rha-C1-C1o).

Outros ramnolipideos também foram encontrados em propor¢gdées menores: (5)
homologos monoramnolipideos, Rha-C-Cg, Rha-Cg-C4p, Rha-C1-C+2, Rha-C1,-C1p
Rha-C1p-C12:1 € (5) homdlogos diramnolipideos, Rhaz-C1-Cs, Rhas-Cs-C1p, Rhaz-C1o-
C12:1, Rhaz-C12-C1p € Rhaz-C10-C12.

Os pares isoméricos Rha-C4y-Cg/Rha-Cs-C19, Rha-C1p-C12/ Rha-C12-C1g, Rhay-Cqo-
Cgs/Rhay-Cg-C1o € Rhay-C12-C10/Rhay-C+9-C12, com cadeias mais curtas adjacentes a
molécula de agucar, sempre sao mais abundantes do que os homdlogos com cadeia

mais longa.

Usando a técnica ESI-MS, foi possivel distinguir entre os pares isoméricos Rha-C1,-
Cg/Rha-Cg-Cm, Rha-C10-C12/Rha-C12-C10, Rhaz-Cm-Cg/Rhaz-Cg-Cm e Rhaz-C12-
C10/Rhaz-C10-C12.
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As técnicas analiticas utilizadas neste trabalho propiciaram a completa

elucidacdo da composig¢ao do biosurfactante produzido por P. aeruginosa UFPEDA

614, contribuindo para futuros desenvolvimentos de aplicagdes de biosurfactantes

produzidos por cepas nativas.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este € um trabalho que abre muitas novas perspectivas. Trabalhos futuros

poderdo abordar os seguintes temas:

Otimizacdo da producdo do biosurfactante, aumentando-se o tempo de
fermentacdo e a faixa de concentragdo do glicerol utilizada, explorando as
areas de maxima resposta apontadas pelo delineamento fatorial.

Otimizacado da produgado de biosurfactantes utilizando outros indutores, como
por exemplo: solventes, petréleo e 6leos vegetais.

Desenvolver estudos sobre efeito da composicdo do meio de cultura e da idade
da cultura na composicédo da mistura de ramnolipideos e nas suas propriedades
tensioativas.

Isolar as fragbes majoritarias da mistura e verificar a relagéo estrutura-funcao
de cada fragao.

Utilizar o processo de fermentagcdo no estado solido com residuos
agroindustriais para diminuir os custos da produgao do biosurfactante.

Desenvolver estudos de aplicacdo do biosurfactante.
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Estruturas determinadas por ESI-MS para misturas dos homologos

ANEXO 2

produzidos por P. aeruginosa UFPEDA 614
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